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RESUMO 
A precipitação de proteínas com sais é uma etapa de purificação freqüentemente 
encontrada em bioprocessos. Porém, a necessidade de um tratamento posterior para 
recuperação do sal e purificação da proteína torna o processo de precipitação com sais 
convencionais oneroso, além de limitado por questões ambientais. A precipitação com 
sais voláteis é uma alternativa à precipitação convencional, tendo como principal 
vantagem a fácil remoção destes sais dos precipitados e efluentes líquidos através da 
elevação da temperatura ou diminuição da pressão. A indução do “salting-out” de 
proteínas por estes sais para foi inicialmente investigada por nosso grupo de pesquisa, 
no entanto, algumas proteínas apresentaram indícios de desnaturação, embora a 
eficiência da precipitação tenha sido verificada. Para esclarecer esta questão, o objetivo 
deste trabalho foi avaliar o efeito do sal volátil carbamato de amônio na atividade de 
cinco enzimas (α-amilase, lisozima, celulase, peroxidase e lipase). Realizaram-se 
ensaios mantendo-se as enzimas a 4,0ºC por 60 min em soluções 1,0 a 5,0 molal deste 
sal. Depois da remoção do sal volátil, as massas secas foram dissolvidas em tampões 
apropriados e estas soluções tiveram sua concentração de proteína e atividade 
enzimática determinadas. Experimentos similares com sais convencionais também 
foram feitos, assim como ensaios de precipitação com carbamato de amônio em forças 
iônicas de 5,0 a 9,0 molal. α-Amilase, lisozima e lipase não tiveram perda de atividade 
em soluções salinas de 1,0 a 5,0 molal, enquanto que celulase e peroxidase mostraram 
uma perda de atividade média de 55% e 44%, respectivamente. Análises dos 
experimentos similares com sulfatos de amônio e de sódio levam à conclusão que estas 
duas enzimas desnaturaram em presença do sal volátil carbamato de amônio. Os 
ensaios de precipitação não mostraram nenhuma desnaturação enzimática ou 
separação de fases para α-amilase e lipase, enquanto que a celulase e a peroxidase 
precipitaram com alguma perda de atividade. Os balanços de massa e de atividade 
determinados para estes casos não permitiram uma conclusão definitiva sobre o efeito 
do sal volátil sobre estas duas enzimas durante a precipitação. 
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ABSTRACT 
Salting-out is a precipitation method frequently found in downstream processing 
schemes of proteins. However, the need for post-precipitation treatment for salt recovery 
and final purification of the protein may lead precipitation with conventional salts to be 
costly and limited for environmental questions. Precipitation with Volatile salts is an 
alternative to conventional precipitation, presenting as main advantage the easy salt 
removal from precipitates and liquid effluents by a temperature increase or a pressure 
reduction. Protein salting-out induction with these salts was pioneered by our research 
group. However, there was evidence of some denaturation, although efficient 
precipitation was verified for all proteins studied. To address this question, the objective 
of this work was to evaluate the effect of ammonium carbamate volatile salt on the 
specific activity of five enzymes (an α-amylase, a lysozyme, a cellulase complex, a 
peroxidase and a lipase). Experiments were made with enzymes kept at 4.0ºC for 60 
min in solutions 1.0 to 5.0 molal of this salt. After this salt removal, the dried masses 
were dissolved in appropriate buffers and these solutions had their protein concentration 
and enzymatic activity measured. Similar experiments with conventional salts were also 
carried-out which the desalination made by gel permeation columns as well as 
precipitation assays with ammonium carbamate at ionic strength from 5.0 to 9.0 molal. 
α-Amylase, lysozyme and lipase did not undergo activity loss in salt solutions from 1.0 to 
5.0 molal, whereas cellulase and peroxidase showed an average activity loss of 55% 
and 44%, respectively. Analysis of similar experiments with ammonium sulfate and 
sodium sulfate led to the conclusion that these two enzymes denatured with volatile salt 
ammonium carbamate. The precipitation assays did not show enzyme denaturation or 
separation of phases for α-amylase and lipase while celullase and peroxidase 
precipitated with some activity reduction. Mass and activity balances determined for 
these cases did not allow a definitive conclusion about the effect of ammonium 
carbamate on these two enzymes during the precipitation. 
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CAPÍTULO 1 - INTRODUÇÃO 
 
 
 
Neste primeiro capítulo é apresentada uma descrição sucinta sobre as 
operações de Recuperação e Purificação de Bioprodutos (RPB) com enfoque no 
fenômeno de precipitação de proteínas. A seguir, tem-se a colocação do problema 
estudado, o objetivo deste trabalho e finalmente as etapas executadas para alcançar 
este objetivo. 
 
 
1.1. Precipitação como técnica de RPB 
O desenvolvimento de novos métodos e técnicas de separação e purificação de 
bioprodutos tem sido essencial para os avanços recentes da área de pesquisas 
biotecnológicas. O potencial de aplicação ou uso final de um bioproduto irá depender do 
nível de pureza do mesmo, como por exemplo: alto grau de pureza é requerido para 
aplicações terapêuticas ou estudos de estrutura e função de proteínas e baixo grau de 
pureza para aplicações industriais como no caso de indústria de alimentos ou 
detergentes domésticos (QUEIROZ et al., 2001). Entre os bioprodutos, as enzimas 
apresentam uma variedade de aplicações, desde o uso terapêutico e em tratamentos 
estéticos corporais, até sua utilização na indústria de alimentos para consumo humano 
e animal. Entretanto, independente da forma de produção, as enzimas não são obtidas 
puras e a purificação constitui uma etapa complexa do processo de produção das 
mesmas devido às características dos meios e da complexidade e variedade das 
biomoléculas de interesse e contaminantes (PESSOA JUNIOR, 2005). Devido a isso, 
uma extensa seqüência de etapas de separação conhecida como Recuperação e 
Purificação de Bioprodutos (RPB) ou “Downstream Processing”, deve ser utilizada para 
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que se obtenha o produto desejado a partir de uma mistura, no nível de pureza 
requerido para cada aplicação. Atualmente, há uma série de limites impostos à RPB, 
dentre as quais estão as dificuldades encontradas nas estruturas de processos 
existentes, que requerem uma resposta proporcional dos equipamentos e infra-estrutura 
disponíveis (LOW et al., 2007). Dentre estas dificuldades pode-se citar o gerenciamento 
de todas as variáveis do processo, o alcance das características desejáveis do produto 
final e a seleção de tecnologias de separação eficientes para atingir estas 
características (KELLER et al., 2001). Estes limites tornam a RPB o conjunto de etapas 
mais complexo e caro de um bioprocesso, podendo atingir até 80% do custo de 
produção no caso específico de fármacos (CLONIS et. al., 2006). Assim, estratégias 
que incluem reduzir o número de etapas no processo de purificação e formas 
alternativas de operações unitárias de RPB têm sido desenvolvidas com o intuito de 
reduzir o custo dos produtos. Entre essas novas alternativas inclui-se o uso do leito 
móvel simulado, métodos de cromatografia em membrana e métodos não 
cromatográficos como a floculação, precipitação, cristalização e sistemas de duas fases 
aquosas.  
O objetivo global da purificação de biomoléculas não é somente a remoção de 
contaminantes indesejados, mas também a concentração da proteína desejada e sua 
transferência para um ambiente onde ela seja estável e pronta para a aplicação a que 
se destina (QUEIROZ et al., 2001). Entre as operações de RPB, a precipitação está 
presente em mais de metade dos processos e tem a característica de concentrar em 
alto grau a molécula de interesse, sendo geralmente utilizada no início da RPB, entre 
uma primeira etapa de separação de sólido-líquido e uma primeira etapa de pré-
purificação, antes da etapa de purificação final de alta resolução (BONNERJEA et al., 
1986) ou como última etapa para gerar o produto na forma sólida. Além disso, a 
precipitação é menos afetada por interferentes não protéicos do que procedimentos de 
adsorção e cromatografia (LADISCH, 2001) e é de relativo baixo custo.  
Os métodos de precipitação podem variar em seletividade devido à dificuldade 
na lavagem do precipitado ou devido à co-precipitação de contaminantes, mas em geral 
oferecem condições de serem projetados como uma operação de alta capacidade 
(LOW et al., 2007), sendo que aproximadamente 80% dos procedimentos de purificação 
  INTRODUÇÃO 
 3 
utilizam no mínimo uma etapa de precipitação (ENGLARD e SEIFTER, 1990). 
Desvantagens da precipitação são as possibilidades de baixo rendimento se o produto 
desnaturar durante o processo e dificuldade de remoção do agente precipitante (LOW et 
al., 2007), a geração de grandes volumes de efluentes se solventes orgânicos são 
utilizados, a necessidade de se recuperar os agentes de precipitação (no caso de 
solventes orgânicos por exemplo), a toxidez de alguns agentes precipitantes, etc. 
No caso da precipitação por adição de sal, uma desvantagem é a existência de 
sal em ambas as fases formadas. O sistema bifásico formado é constituído de uma fase 
líquida concentrada em eletrólito e uma fase composta que contém a proteína 
precipitada com grande proporção de fase líquida salina, podendo também conter sal 
na fase sólida intrinsicamente ligado a ela (WATANABE et al., 2006, 2007). Assim, são 
necessárias operações como a diálise ou diafiltração para a eliminação do sal da fase 
precipitado e processamento da fase líquida para sua reutilização ou descarte final. 
Esses tratamentos limitam em parte as aplicações do processo de precipitação por 
“salting-out” devido ao custo dos mesmos. 
O uso de eletrólitos voláteis se apresenta como uma alternativa para o aumento 
da viabilidade do processo de precipitação por “salting-out”. Isto se dá porque a 
dissolução e a dissociação destes eletrólitos em solução aquosa gera íons que têm a 
capacidade de precipitar as proteínas pela mudança de pH (TOMASULA et al., 1995, 
HOFLAND et al., 2000) ou pelo efeito de salting-out (WATANABE et al., 2006). Além 
disso, o equilíbrio entre as espécies é alterado com o aumento da temperatura ou 
abaixamento da pressão do sistema formando gases que passam para a fase vapor 
podendo ser facilmente removidos da solução. Assim, estes gases podem ser 
recuperados e reutilizados, diminuindo consideravelmente a geração de efluentes 
salinos no sistema e consequentemente, o custo global de produção. 
Os eletrólitos voláteis compreendem sais, bases e ácidos como o ácido 
sulfídrico (H2S), ácido clorídrico (HCl), ácido cianídrico (HCN), além de uma série de 
compostos cujas soluções podem ser obtidas a partir da dissolução em água de dióxido 
de carbono (CO2) e amônia (NH3) em diferentes proporções, como o ácido carbônico 
(H2CO3), o hidróxido de amônio (NH4OH), o bicarbonato de amônio (NH4HCO3), o 
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carbonato de amônio ((NH4)2CO3) e o carbamato de amônio (NH4NH2COO). Por razões 
ambientais e de segurança, compostos como o ácido sulfídrico e o ácido cianídrico não 
são usadas em operações de RPB. 
 
 
1.2. Colocação do problema  
Nos estudos realizados pelo nosso grupo de pesquisa no Laboratório de 
Engenharia de Bioprocessos em parceria com o Prof. Dr. Pedro de Alcântara Pessôa 
Filho do Departamento de Engenharia Química da Escola Politécnica da Universidade 
de São Paulo (USP) – São Paulo - SP, foi verificada a eficiência do uso dos sais 
voláteis para a indução do “salting-out” com o trabalho pioneiro de precipitação da 
tripsina suína (WATANABE et al., 2006), lisozima de ovo de galinha e insulinas suína e 
bovina (LIMA, 2006), quimiotripsina e IgG (PESSÔA FILHO, 2006) usando carbamato 
de amônio como agente precipitante. No entanto, experimentos de precipitação da 
tripsina suína com sal nas concentrações de 7,1 e 9,1 molal mostraram redução na 
atividade da proteína de aproximadamente 20% (WATANABE et al., 2006). Além disso, 
LIMA (2006) observou indícios de mudanças conformacionais nas proteínas lisozima e 
insulina bovina após precipitação com sais voláteis. Dentre esses indícios estão a não 
ressolubilização do precipitado de lisozima, após a decorrência do tempo de equilíbrio 
(48 h), na mesma solução em que esta proteína havia sido previamente solubilizada 
antes dos ensaios de precipitação e leve desestruturação molecular detectada através 
de espectroscopia de dicroísmo circular na insulina bovina precipitada com o mesmo 
sal.  
Creditou-se a perda de atividade da tripsina suína à autólise da mesma ou à 
desnaturação provocada pelos altos valores de pH da solução salina de carbamato de 
amônio (próximo de 10,0). Porém, estudos de SDS-PAGE não indicaram autólise 
significante, e a hipótese que o alto valor de pH promovia a desnaturação foi verificada 
por medidas de atividade da tripsina em soluções de trietanolamina-HCl em valores de 
pH na faixa entre 7,8 e 10,0, onde a perda de atividade foi ainda maior (50 e 55%, 
respectivamente) do que a detectada previamente com soluções de carbamato de 
amônio. Sendo assim, se o alto valor de pH das soluções de carbamato de amônio 
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causou alguma desnaturação da tripsina, o sal aparentemente teve um efeito contrário, 
ou seja, um efeito estabilizante, sugerindo que a principal causa para a desnaturação 
naquelas precipitações de tripsina foi o alto valor de pH.  
No trabalho de LIMA (2006), a interpretação dos espectros de dicroísmo circular 
da insulina bovina em conjunto com dados da literatura, revelou que a proteína teve 
uma leve mudança estrutural, que, segundo sugestão do autor, foi causada pelo 
aumento das interações hidrofóbicas e oligômeros em solução, ambos os efeitos 
atribuídos ao eletrólito volátil em questão. As análises dos espectros dicróicos da 
insulina também revelaram que o pH alcalino da solução mãe, além de outros fatores 
como, por exemplo, o processo de liofilização, não contribuíram significativamente para 
a alteração da estrutura secundária da proteína. Estes dados, juntamente com o fato de 
que a lisozima apresentou cinética de precipitação lenta e dificuldades em sua 
ressolubilização após o tempo de equilíbrio, levaram o autor a especular que o tempo 
de indução e a cinética de precipitação sejam fatores limitantes no que se refere à 
preservação da estrutura nativa de proteínas após a precipitação com o carbamato de 
amônio, já que a decorrência de um maior intervalo de tempo entre a adição do sal e a 
precipitação implica em uma maior exposição da molécula aos possíveis efeitos 
desnaturantes do sal. 
Com base nestes resultados, é necessário avaliar em detalhe a influência do 
uso de eletrólitos voláteis em processos de desnaturação de enzimas para dar 
continuidade ao uso dos mesmos na purificação de bioprodutos através da precipitação.  
 
 
1.3. Objetivo 
O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do sal volátil carbamato de amônio 
na atividade catalítica de diferentes enzimas com enfoque em purificação de 
biomoléculas. Assim, mediu-se a atividade enzimática relativa de soluções de cinco 
enzimas (α-amilase, celulase, lisozima, peroxidase e lipase) após estas serem, uma a 
uma, combinadas por 60 min a 4,0ºC com soluções de carbamato de amônio, 
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comparando-se estes resultados de atividade com ensaios similares conduzidos com 
sais convencionais (sulfatos de amônio e de sódio). 
 
 
1.4. Etapas executadas 
O presente trabalho constou das seguintes etapas: 
a) Incubação de soluções de enzimas com carbamato de amônio por 60 min a 
4,0ºC e medidas da atividade relativa após este tratamento e remoção do sal volátil; 
b) Realização de ensaios similares aos descritos em a) para as enzimas que 
apresentaram redução de atividade enzimática, substituindo-se o sal volátil por sulfatos 
de sódio e de amônio; 
c) Determinação da estabilidade da peroxidase em tampão carbonato-
bicarbonato e fosfato de diferentes pHs com dessalinização realizada por colunas de 
filtração em gel; 
d) Precipitação das enzimas com o intuito de avaliar o efeito deste processo na 
manutenção da atividade das mesmas. Para efeitos de comparação, estes 
experimentos foram realizados nas mesmas condições dos estudos de estabilidade 
anteriores; 
e) Precipitação da enzima celulase na presença de solução de 
hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), um polímero que mimetiza o substrato desta enzima 
objetivando a redução da desnaturação; 
f) Caracterização das enzimas estudadas por obtenção de seus perfis protéicos 
através de ensaios de eletroforese SDS-PAGE. 
As etapas experimentais deste trabalho que compreendem os itens de a) até e) 
estão representadas na Figura 1.1. Preliminarmente às etapas nomeadas 
experimentas, três etapas relacionadas à metodologia analítica foram realizadas por 
serem fundamentais ao estudo em questão. Estas etapas estão listadas a seguir e seus 
resultados apresentados como apêndices: 
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Figura 1.1: Fluxograma das etapas experimentais deste trabalho. 
 
 
Tratamento da 
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Determinação da concentração 
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Liofilização 
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a) Implementação de métodos para a determinação da concentração de 
proteína por absorbância a 280 nm e pelo método de BRADFORD (1976); 
b) Verificação da influência do sal volátil carbamato de amônio e do sal 
convencional sulfato de amônio na medida da concentração de α-amilase por 
absorbância a 280 nm. Com base nos resultados deste ensaio, optou-se por fazer, para 
todas as enzimas, a remoção do sal antes da determinação das concentrações 
protéicas. Assim, esta verificação de influência do sal foi realizada somente para esta 
enzima. 
c) Determinação da atividade enzimática e da faixa operacional da variável 
resposta de cada método de atividade enzimática. 
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CAPÍTULO 2 - REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 
 
 
Neste capítulo é apresentada a revisão bibliográfica de temas concernentes a 
este trabalho, entre os quais está a precipitação de proteínas, com destaque às suas 
variantes, além de uma sucinta discussão sobre a precipitação de proteínas induzida 
pela adição de sais com a respectiva modelagem matemática deste fenômeno. A 
seguir, uma breve apresentação do uso de sais voláteis na precipitação de proteínas é 
feita, com ênfase no equilíbrio líquido-vapor destes sistemas assim como a descrição 
do histórico e principais aplicações do sal volátil carbamato de amônio, sal cujo efeito 
sobre a atividade de enzimas foi avaliado neste trabalho. Conceitos sobre estabilidade 
protéica e enzimática serão abordados e, finalmente, serão apresentadas 
características das enzimas estudadas. 
 
 
2.1. Precipitação de proteínas  
A precipitação de proteínas pode ser induzida por vários fenômenos causados 
por mudanças na solução tais como: adição de solventes orgânicos, alteração do pH, 
adição de ligantes, mudança de força iônica decorrente da adição de sais, aquecimento 
ou resfriamento (ENGLARD e SEIFTER, 1990; BELTER et al., 1988). 
A adição de solventes orgânicos em soluções aquosas de proteínas promove a 
precipitação devido à diminuição da constante dielétrica da solução que promove a 
intensificação da atração entre as cargas opostas das moléculas de proteína e redução 
do poder de solvatação destas moléculas pela água devido, principalmente, ao 
deslocamento e à imobilização parcial das moléculas de água pela hidratação do 
solvente orgânico (LADISCH, 2001). Para evitar perda parcial ou total na atividade 
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biológica do produto, é necessário que a precipitação seja realizada a baixa 
temperatura e com concentração de solvente relativamente baixa. Dentre os solventes 
orgânicos utilizados, os mais citados na literatura são a acetona e o etanol por terem 
completa miscibilidade em água e por não reagirem com a proteína (SCOPES, 1988).  
A precipitação isoelétrica de proteínas é feita por ajuste de pH. Adicionam-se 
ácidos ou bases até que o pH do meio seja igual ao ponto isoelétrico (pI) da proteína. 
As proteínas têm baixa solubilidade no seu pI, pois, neste pH, a carga líquida da 
molécula é nula, e a repulsão eletrostática entre as moléculas é mínima, prevalecendo 
as interações hidrofóbicas proteína-proteína. Desnaturação e inativação da proteína 
precipitada podem acontecer em alguns casos, o que torna esse processo útil na 
remoção de proteínas indesejáveis da solução que contém a proteína-alvo, desde que 
esta seja estável nas condições de precipitação (LADISCH, 2001). 
A precipitação por afinidade é uma técnica não-cromatográfica simples utilizada 
para purificação de proteínas através da exploração da afinidade entre um ligante de 
afinidade (bifuncional ou multifuncional como anticorpos ou polímeros acoplados à 
várias moléculas de ligantes monofuncionais) e a proteína-alvo. Essa afinidade causa a 
agregação, e o complexo proteína-ligante de afinidade é precipitado (SCOPES, 1988).  
A precipitação por desnaturação térmica é adequada para a remoção de 
proteínas contaminantes que ao se desnaturarem precipitam. É de grande interesse 
quando se consegue remover proteases que comprometeriam a integridade da 
molécula alvo (produto). Como citado no caso de precipitação isoelétrica, é fundamental 
que esta molécula alvo seja termoestável na temperatura de precipitação (MIRANDA e 
BERGLUND, 1993). 
Um dos métodos mais comuns de precipitação de proteínas, tanto em escala de 
bancada (pesquisa) como em larga escala, é a precipitação por sais. 
 
 
2.2. Precipitação de proteínas com uso de sais 
Um grande número de estudos teóricos e experimentais têm sido realizados 
para tentar explicar os efeitos dos sais na solubilidade de proteínas (ARAKAWA e 
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TIMASHEFF, 1985). A precipitação por adição de sal ocorre devido a um decréscimo 
líquido de solubilidade resultante de um efeito “salting-out” (hidrofóbico) ou da 
combinação de um efeito “salting-in” (eletrostático) com um efeito “salting-out”. O efeito 
“salting-in” causa o aumento da solubilidade do soluto com o aumento da concentração 
de sal, enquanto o “salting-out” causa um decréscimo da solubilidade com aumento da 
concentração do mesmo (LADISH, 2001).  
Segundo um artigo clássico de KAUZMANN (1959), na precipitação de 
proteínas por “salting-out”, os íons salinos competem com a proteína pelas moléculas 
de água, e a solubilidade da proteína diminui uma vez que a camada de hidratação é 
parcialmente removida e as interações proteína-proteína, com destaque para as 
interações hidrofóbicas, se tornam relevantes. Outra teoria do fenômeno de “salting-out” 
foi sugerida por SINANOGLU et al. (1964) que leva em consideração o aumento da 
tensão superficial do líquido devido à adição de sal e o conseqüente aumento na 
energia livre da formação de uma cavidade para a dissolução da molécula de proteína 
(ARAKAWA e TIMASHEFF, 1984). 
O sulfato de amônio é o sal mais utilizado em “salting-out” devido a sua alta 
solubilidade em água, à baixa densidade de suas soluções, à posição favorável de seus 
íons na série de Hofmeister com relação à efetividade de precipitação, à ausência de 
efeitos desnaturantes e ao fato de prevenir o crescimento de bactérias na solução 
(DEUTSCHER, 1990), além de ser de baixo custo mesmo em alta pureza (LADISH, 
2001). 
Uma desvantagem da precipitação com sais é a existência de sal em ambas as 
fases formadas. O sistema bifásico formado é constituído de uma fase líquida 
concentrada em eletrólito e uma fase composta que contém a proteína precipitada com 
grande proporção de fase líquida salina, podendo também conter sal na fase sólida 
intrinsicamente ligado a ela. Assim, são necessárias operações como a diálise ou 
diafiltração para a eliminação do sal da fase precipitado e processamento da fase 
líquida para sua reutilização ou descarte final. Esses tratamentos limitam em parte as 
aplicações do processo de precipitação por “salting-out” devido ao custo dos mesmos. 
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Conforme relatam GÖRGENYI et al. (2006) a precipitação por “salting-out” 
apresenta diversas possibilidades de aplicação, como por exemplo, modificar o 
comportamento físico da solução, tornar técnicas analíticas mais sensíveis, ser usado 
para fracionamento de soluções, entre outras. Como exemplos de aplicações de 
precipitação por “salting-out” utilizando-se sulfato de amônio, podemos citar a extração 
de sementes da planta indiana Gelonium multiflorum utilizada como possível limitadora 
do crescimento de células cancerígenas (ALAM et al., 2008) e de DNA genômico de 
sangue no trabalho de NASIRI et al. (2005), a purificação da enzima enantioseletiva 
carbonil redutase com 90% de rendimento na etapa de precipitação (SONI et al., 2007), 
a remoção de mais de 90% das impurezas (essencialmente RNA) durante a purificação 
de DNA plasmidial através do uso deste sal juntamente com isopropanol para indução 
da precipitação (FREITAS et al., 2006) e a precipitação de proteínas utilizadas em 
vacinas animais, onde 81% de rendimento pode ser alcançado nessa etapa 
(MARANGA et al., 2002). 
 
 
2.2.1. Modelagem da precipitação de proteínas por “salting-out” 
A precipitação de proteínas por “salting-out” é usualmente descrita 
matematicamente através da equação clássica de Setschenow (GÖRGÉNYI, 2006): 
( ) ( ) IsolutosalKSS s ⋅⋅== ,log/log 0 γ        (2.1) 
em que 0S  é a solubilidade da proteína em água, S  é a solubilidade da proteína na 
presença de um sal mas nas mesmas condições de temperatura e pH, γ  é o coeficiente 
de atividade da proteína, sK  (sal, soluto) é a constante de Setschenow dependente do 
sal e da proteína em questão, também conhecida como constante de “salting-out”, e I  é 
a força iônica do sal conforme a equação 2.2, onde iz  é a carga elétrica do íon e im  é 
a molalidade da espécie i. Na equação 2.1, a molalidade ou concentração também têm 
sido usadas ao invés da força iônica. 
∑ ⋅⋅=
2
2
1
ii zmI           (2.2) 
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Arranjando matematicamente os termos da equação (2.1), chega-se à expressão (2.3) 
que representa a equação de COHN (1925): 
( ) IKS s ⋅−= βlog           (2.3) 
onde β  é o ( )0log S que representa o logaritmo da concentração hipotética do soluto na 
força iônica zero. 
MELANDER e HORVÁTH (1977) modelaram a precipitação como resultado do 
balanço de dois efeitos opostos: o efeito chamado “salting-in” relacionado às forças de 
interação eletrostáticas, que aumentam a solubilidade da proteína, e o efeito “salting-
out” devido às interações hidrofóbicas que causam a diminuição da solubilidade da 
proteína. Estes dois efeitos antagônicos são representados na equação 2.4: 
( ) ( ) ( ) IIIIS ⋅Λ−⋅Ω−=⋅⋅Ω−Λ+=⋅⋅Ω−⋅Λ+= σβσβσβlog    (2.4) 
Nesta equação, o termo Λ é um coeficiente de “salting-in”, oriundo do modelo de 
Kirkwood (MELANDER e HORVÁTH, 1977) para a variação de energia livre na 
dissolução de um dipolo neutro e está relacionado às interações eletrostáticas entre o 
sal e a proteína. O valor de Λ é dado pela fórmula: 
Λ = DM/RT           (2.5) 
em que M é o momento dipolo da proteína, R é a constante universal dos gases ideais, 
T é a temperatura em Kelvin e D é uma constante. A constante β da equação 2.4 é uma 
constante que depende da temperatura, do pH e da proteína em questão e está 
associada com o modelo de Debye – Hückel (MELANDER e HORVÁTH, 1977) para a 
variação de energia livre na dissolução de um íon. Também, implícitos nesta constante, 
se encontram termos dependentes de características físico-químicas intrínsecas à 
proteína, como o número de resíduos ácidos e básicos (que regem a carga líquida em 
baixas forças iônicas) e o ponto isoelétrico. O “salting-out” propriamente dito é regido 
pelo coeficiente - σ⋅Ω  da equação 2.4. O termo σ  é o incremento na tensão superficial 
da solução com o aumento da molalidade do sal. O termo Ω é uma constante 
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diretamente proporcional à área superficial hidrofóbica da proteína e do volume molar 
do solvente. 
A natureza dos parâmetros Λ, β  e σ⋅Ω  é utilizada na descrição do 
comportamento de solubilidade de proteínas conforme se varia a força iônica: em faixas 
de baixa concentração salina, o efeito das forças eletrostáticas se sobrepõe ao das 
interações hidrofóbicas e o logaritmo da solubilidade aumenta com a força iônica. Para 
concentrações salinas maiores, contudo, os efeitos de “salting-in” se tornam 
desprezíveis em face ao “salting-out” e o logaritmo da solubilidade da proteína começa 
a decrescer linearmente com a concentração de sal. Assim, para concentrações salinas 
significativas, a precipitação de proteínas por “salting-out” é usualmente descrita por 
meio de um rearranjo simplificado da equação 2.4 de forma a se obter a constante de 
“salting-out” ( sK ) formulada por COHN (1925) composta de um coeficiente de “salting-
out” intrínseco ( σ⋅Ω ) e de um coeficiente de “salting-in” (-Λ), que estão correlacionados 
às interações hidrofóbicas e eletrostáticas, respectivamente, de acordo com a equação 
abaixo: 
Λ−⋅Ω= σsK           (2.6) 
Esta constante constitui a base teórica para a série de Hofmeister e do chamado efeito 
liotrópico (MELANDER e HORVÁTH, 1977; BULL e BREESE, 1980) e representa a 
efetividade do sal na precipitação de uma dada proteína.  
 
 
2.2.2. Precipitação de proteínas com uso de sais voláteis 
O uso de eletrólitos voláteis se apresenta como uma alternativa ao processo de 
precipitação por sais convencionais, pois pode aumentar a sua viabilidade e diminuir o 
custo de produção, devido à menor complexidade na recuperação dos eletrólitos da 
solução-mãe e no precipitado. Os eletrólitos voláteis são sais que em soluções aquosas 
coexistem nas formas iônica e molecular (não dissociada), mas na fase vapor somente 
a forma molecular é encontrada (PRAUSNITZ et al., 1999). Por elevação de 
temperatura ou abaixamento de pressão, a solubilidade da forma molecular em água 
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reduz-se drasticamente, diminuindo também a concentração das formas iônicas. Assim, 
o eletrólito converte-se à forma molecular gasosa sendo facilmente removido da 
solução, tendo o potencial de ser diretamente reutilizado, sem necessidade de 
purificação adicional.  
EDWARDS et al. (1975) visavam a estabelecer uma modelagem termodinâmica 
para calcular as composições do equilíbrio líquido-vapor de soluções aquosas diluídas 
contendo eletrólitos voláteis comumente encontrados na indústria química (amônia, 
dióxido de carbono, sulfeto de hidrogênio, dióxido de enxofre e cianeto de hidrogênio). 
Estes autores propuseram um modelo em que o equilíbrio de fases (setas verticais na 
Figura 2.1) era governado pela lei de Henry, enquanto que o equilíbrio químico (setas 
horizontais na mesma Figura) era governado pelas constantes de dissociação do 
eletrólito na fase líquida. Segundo estes autores, os sistemas que envolvem diversas 
espécies iônicas têm seu equilíbrio calculado através de reações de dissociação, sendo 
que os equilíbrios a serem considerados para as dissoluções da amônia e dióxido de 
carbono estão representados pelas equações seguintes: 
NH3(l) + H2O  NH4+ + OH-        (2.7) 
CO2(l) + H2O  HCO3- + H+        (2.8) 
HCO3-  CO32- + H+         (2.9) 
Na dissolução simultânea de amônia e dióxido de carbono, deve-se levar em 
conta o equilíbrio de formação do íon carbamato: 
NH3(l) + HCO3-  NH2COO- + H2O               (2.10) 
Outras determinações experimentais de equilíbrio de fases em sistemas 
aquosos contendo amônio e dióxido de carbono foram obtidas por RUMPF et al. (1998) 
e por KURZ et al. (1995), que investigaram o equilíbrio sólido-líquido-vapor envolvido na 
precipitação do bicarbonato de amônio. As informações obtidas nestes trabalhos podem 
ser sintetizadas em função da razão entre as quantidades totais de nitrogênio e carbono 
(RN/C) no sistema. Essa razão foi definida por VAN BERLO et al. (2000) como: 
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RN/C =  m(NH3(l)) + m(NH4)+ + m(NH2COO-)                       (2.11)
 m(CO2(l)) + m(HCO3-) + m(CO32-) + m(NH2COO-) 
em que m (i) é a molalidade da espécie i entre parêntesis. 
 
 
 
 
Figura 2.1: Equilíbrio líquido-vapor de um sistema composto pela fase aquosa e um 
eletrólito volátil (EDWARDS et al., 1975). 
 
A Tabela 2.1 lista os valores desta razão para soluções de quatro espécimes de 
eletrólitos voláteis CO2 – NH3, de acordo com as reações de dissociação e a definição 
da razão RN/C. A obtenção de cristais dos sais com fórmula molecular (NH4)2CO3 
(carbonato de amônio) ou NH4NH2CO2 (carbamato de amônio) em graus de pureza 
significativos é um procedimento difícil, o que torna o seu custo alto. O carbonato de 
amônio comercial (P.A.) corresponde a uma mistura de bicarbonato e carbamato de 
amônio cuja fração de amônia é de aproximadamente 30% em massa. Sendo assim, o 
valor da razão RN/C de uma solução feita a partir deste sal é menor que 2,0, ao contrário 
do que poderia ser concluído através da análise de sua fórmula molecular. 
 
 
íons Eletrólito 
molecular 
Eletrólito 
molecular 
Fase líquida 
T, P 
Fase vapor 
T, P 
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Tabela 2.1: Valores da razão RN/C para soluções feitas a partir de diferentes eletrólitos 
voláteis CO2 – NH3. 
Composto Fórmula RN/C 
Bicarbonato de amônio NH4HCO2 1,0 
Carbonato de amônio comercial 
(P.A.) 
NH4HCO2  + NH4NH2CO2  
(30% de NH3) 
1,4 
Carbonato de amônio (NH4)2CO3 2,0 
Carbamato de amônio NH4NH2CO2 2,0 
O estado de equilíbrio de uma solução depende da razão RN/C e da quantidade 
de solutos adicionados (independente do estado em que os mesmos são adicionados à 
solução). Assim, uma solução de carbamato de amônio ou de carbonato de amônio, 
ambos em alto grau de pureza, é idêntica a uma solução que possua a razão RN/C igual 
a 2,0 preparada a partir de bicarbonato de amônio e hidróxido de amônio, ou de 
carbonato de amônio analítico comercial (P.A.) e hidróxido de amônio. Desse modo, 
neste trabalho, assim como nos trabalhos de WATANABE et al. (2006) e LIMA (2006), 
as soluções de RN/C igual a 2,0 serão tratadas como soluções de carbamato de amônio 
e referenciadas pela fórmula molecular do sal: NH4NH2CO2, embora não sejam 
preparadas a partir da dissolução deste sal em forma cristalina. O uso de carbamato de 
amônio para a indução de precipitação por “salting-out” foi iniciado pelo nosso grupo de 
pesquisa, com a precipitação de tripsina suína (WATANABE et al., 2006), lisozima de 
clara de ovo de galinha, insulinas bovina e suína (LIMA, 2006), quimotripsina e IgG 
(PÊSSOA FILHO, 2006). Nos experimentos feitos por WATANABE et al. (2006) e LIMA 
(2006) foi utilizado o carbamato de amônio com RN/C igual a 2,0 e 2,5, porém estes 
autores verificaram que soluções com RN/C igual a 2,5 apresentaram um menor efeito na 
indução da precipitação de proteínas por “salting-out” do que soluções análogas com 
RN/C igual a 2,0. VAN BERLO et al. (2000) sugerem que somente sais voláteis com RN/C 
maior ou igual a 2,0 são efetivos para a separação de duas fases aquosas, e nota-se 
um aumento acentuado da solubilidade dos sais em função de RN/C, de acordo com 
dados fornecidos pela BASF (1998, 1999, 2000), segundo os quais a solubilidade a 
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25°C do carbamato de amônio (RN/C igual a 2,0) é de 790 g/L, do carbonato de amônio 
(RN/C igual a 1,4), 320 g/L e do bicarbonato de amônio (RN/C igual a 1,0) é de 220 g/L.  
Uma explicação para a menor capacidade de indução ao “salting-out” de 
soluções de sal com RN/C = 2,5 em relação às soluções análogas com RN/C = 2,0 foi 
dada por WATANABE et al. (2006). Segundo estes autores, a concentração de íons 
carbonato é proporcionalmente maior para uma razão RN/C igual a 2,0, e o aumento da 
concentração de amônia com propósito de se aumentar o RN/C faz com que parte dos 
íons carbonato se converta a carbamato, o que em princípio faz com que a capacidade 
de induzir o “salting-out” diminua, devido à diminuição na densidade de cargas, pois o 
íon carbonato bivalente é convertido em carbamato monovalente. 
Além dos estudos de precipitação realizados por WATANABE et al. (2006) e 
LIMA (2006), outros experimentos preliminares realizados pelo nosso grupo de 
pesquisa com albumina bovina (BSA), quimotripsina e insulina suína em bicarbonato de 
amônio (RN/C igual a 1,0) e carbonato de amônio comercial (RN/C igual a 1,4) 
evidenciaram que estes dois sais não apresentaram efeito de “salting-out” para estas 
proteínas. Uma explicação para este fato é de que para valores de RN/C menores que 
2,0 a solubilidade do sal é tão baixa que eventualmente ocorre a formação de um 
precipitado sólido salino (PESSÔA FILHO, 2006).  
Cálculos computacionais dos valores de pH de soluções de carbonato e 
carbamato de amônio foram realizadas por PESSÔA FILHO (2006). Este autor 
observou que um aumento da razão RN/C traz como conseqüência um aumento de pH 
da solução devido ao acréscimo de amônia e como conseqüência, estas soluções são 
alcalinas. A variação dos valores de pH com a concentração total do sal volátil também 
foi determinada e mostrou-se bastante diversa para cada razão RN/C. Segundo 
PESSÔA FILHO (2006), embora esta variação de pH exista, não é tão acentuada e 
decai com o aumento desta razão
.
 Este aparente efeito tamponante se origina da 
composição do sistema que é formado a partir de uma base fraca (o hidróxido de 
amônio) com um sal de cátion comum (carbamato de amônio). 
 
  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 19 
2.2.3. Carbamato de amônio – breve histórico e principais aplicações 
O carbamato de amônio foi obtido pela primeira vez no início do século XIV a 
partir da destilação de chifres, casco e couro de animais cujo produto era a mistura 
deste sal com bicarbonato de amônio e carbonato de amônio. Esta mistura era utilizada 
como fermento para massas devido à sua decomposição em produtos gasosos e pela 
facilidade de manuseio (GERHARTZ, 1985).  
Com o desenvolvimento industrial da síntese da amônia a partir do século XIX, 
o carbamato de amônio passou a ser produzido a partir de amônia e dióxido de carbono 
(BROOKS, 1946) e utilizado como inseticida para cereais, agente neutralizador na 
indústria química, fertilizante, como matéria-prima na síntese de uréia (LITVIC et al., 
2005) e na produção de carbonato de amônio (na maioria dos processos, estes dois 
sais são obtidos em misturas com outras espécies). Embora a produção mundial de 
carbamato de amônio ultrapasse poucos milhões de toneladas, este sal é raramente 
utilizado em sínteses orgânicas (LITVIC et al., 2005). 
Em pesquisa, o carbamato de amônio tem sido utilizado como eficiente fonte de 
amônia na preparação de ésters insaturados utilizados como matéria-prima para 
produção de compostos heterocíclicos usados no tratamento de aterosclerose e outras 
doenças coronárias (LITVIC et al., 2005), em estudos de para aumentar a estabilidade 
operacional da lipase em síntese enantioseletiva (DU et al., 2003), na síntese de 
glicosaminas a partir da reação de hexoses, pentoses ou dissacarídeos 
(LIKHOSHERSTOV et al., 2002), em sistemas aquosos bifásicos na partição de 
aminoácidos (VAN BERLO et al., 2000) e na produção de uréia (CLAUDEL et al., 1986). 
 
 
2.3. Estabilidade protéica 
Quando uma proteína é sintetizada na célula ela começa a existir a partir de 
uma seqüência linear de resíduos de aminoácidos que deve se dobrar em torno da 
própria cadeia polipeptídica (enovelamento) durante as etapas seguintes para dar 
origem à sua estrutura nativa estável. A exposição das moléculas de proteínas a 
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condições diferentes daquelas em que foram produzidas faz com que estas tenham 
uma tendência a perder sua estrutura tridimensional e, portanto, as suas propriedades, 
em um processo que pode ser reversível ou irreversível. Este desnovelamento da 
maioria das proteínas globulares e a perda de suas atividades biológicas sem que haja 
rompimento de ligações covalentes no esqueleto polipeptídico, é o fenômeno 
denominado desnaturação. Inicialmente, o processo de desnaturação das proteínas era 
considerado irreversível. Entretanto, demonstrou-se que algumas proteínas globulares 
desnaturadas em decorrência do pH readquirem sua estrutura nativa e sua atividade 
biológica, desde que o pH retorne ao valor normal, sendo este processo denominado 
renaturação (LEHNINGER, 2005).  
A desnaturação pode ser provocada por vários tipos de tratamentos que 
ocasionam o rompimento de ligações não covalentes no esqueleto polipeptídico e, 
portanto, são considerados tratamentos relativamente brandos. Como exemplos desses 
tratamentos temos o aquecimento e a exposição das moléculas a valores extremos de 
pH, compostos anfipáticos como detergentes e sabões, solventes orgânicos como 
álcool e acetona e certos solutos como uréia e hipocloreto de guanidina. O aquecimento 
causa alteração abrupta de propriedades conformacionais sensíveis, como rotação 
óptica, viscosidade e absorção de UV, que indicam que o polipeptídio se desenrola ou 
funde-se. As variações de pH alteram o estado iônico das cadeias laterais de 
aminoácidos, alterando a distribuição de cargas e a exigência de pontes de hidrogênio. 
Os detergentes associam-se com os resíduos apolares da proteína, competindo com as 
interações hidrofóbicas responsáveis pela estrutura nativa da mesma, esta associação 
se dá inicialmente através da interação entre a “cabeça” polar da molécula do 
detergente e resíduos carregados da proteína que pode causar a abertura da molécula 
protéica e através desta abertura permitir que a “cauda” apolar da estrutura do 
detergente interaja com os resíduos apolares da proteína. Os agentes caotrópicos, 
como o íon guanidina e uréia aumentam a solubilidade de substâncias apolares na 
água e possuem a habilidade de romper interações hidrofóbicas da proteína 
(LEHNINGER, 2005). Apesar dessa propensão que o íon guanidina tem para ser 
desnaturante de proteínas, o mesmo apresentou-se o mais efetivo agente para a 
recuperação e preservação da atividade de lisozima em sistemas com 0,1 mol/L de sais 
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hipocloreto e tiocianeto de guanidina em comparação com soluções de KCl de mesma 
concentração (NAOE et al., 2002). 
Em relação à estabilidade conformacional das proteínas, têm-se entre os 
fatores importantes, os efeitos hidrofóbicos, as pontes de hidrogênio e as pontes salinas 
(DILL, 1990), porém, as estruturas das proteínas são regidas principalmente por efeitos 
hidrofóbicos, que faz com que as cadeias laterais apolares minimizem seus contatos 
com a água e se agreguem no interior da proteína (LEHNINGER, 2005). Em interiores 
muito agregados das proteínas nativas, forças de van der Walls, que são relativamente 
fracas, têm influência estabilizante importante porque atuam a pequenas distâncias, 
porém sua influência é perdida quando a proteína é desenrolada. As pontes de 
hidrogênio têm pequena contribuição na estabilidade de proteínas porque os grupos 
que formam essas ligações na proteína desenrolada formam ligações de hidrogênio 
energeticamente equivalentes com moléculas de água. A estabilização por ponte salina 
ou par iônico é feita através da associação de dois grupos iônicos de proteínas de carga 
oposta (em geral lisina e aspartato). Cerca de 75% dos resíduos com carga nas 
proteínas são membros de pares iônicos e estão localizados principalmente na 
superfície das mesmas (VOET, 2002). TAKANO et al. (2000) estudaram a contribuição 
que as pontes salinas têm para a estabilidade conformacional de lisozima e verificaram 
que na presença de uma solução 0,2 mol/L de sal KCl a pH 4,0 as pontes salinas com 
mais de 50% de acessibilidade ao solvente não contribuem para a estabilidade. Apesar 
das interações entre pares iônicos serem fortes, elas pouco contribuem para a 
estabilidade de proteínas nativas porque a energia livre das interações entre as cargas 
do par iônico normalmente não é suficiente para compensar a perda de entropia das 
cadeias laterais e a perda de energia livre de solvatação quando esses grupos com 
carga formam um par iônico (VOET, 2002). 
As pontes dissulfeto intra e intermoleculares formam-se à medida que uma 
proteína se dobra para adquirir sua conformação nativa, e apesar delas serem 
individualmente mais fortes que interações hidrofóbicas e ligações hidrogênio, estas 
forças mais fracas são forças essenciais de estabilização por ocorrer em maior número. 
Porém, as pontes dissulfeto são importantes na manutenção de um padrão 
conformacional durante a mudança estrutural que ocorre na proteína quando ela passa 
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de seu estado distendido para sua forma nativa (LEHNINGER, 2005). Apesar destas 
forças não serem essenciais para a estabilização de proteínas, estudos realizados por 
MATSUMA et al. (1989) utilizando lisozimas mutantes com quantidades de pontes 
dissulfeto variando entre zero e três demonstraram que cada uma dessas pontes 
contribui para a estabilidade da proteína. 
Vários dados experimentais e provenientes de simulações apontam para a 
estrutura secundária como fator importante para o alcance da resistência mecânica de 
biomoléculas na sua configuração nativa (ORTIZ et al., 2005; WEST et al., 2006). Um 
parâmetro que prediz a estabilidade mecânica de uma proteína baseada na sua 
topologia nativa conhecido como “contact order (CO)” foi introduzido por PLAXCO et al. 
(1998). O parâmetro CO foi analisado por LI (2007) para mais de 20 proteínas e através 
desse parâmetro LI pôde estimar a força de desnovelamento (“unfolding force”, fu), que 
caracteriza a estabilidade mecânica de proteínas e é definida como a força máxima 
necessária para provocar a desnaturação das mesmas. A partir desses resultados, LI 
concluiu que, em geral, proteínas β e α/β apresentam maior estabilidade mecânica do 
que proteínas α. As proteínas β são proteínas cujo núcleo estrutural contém 
predominantemente β-folhas, enquanto que as proteínas α contém predominantemente 
α-hélices em sua estrutura. As proteínas α/β apresentam conteúdos significativos de 
ambas as estruturas secundárias em sua molécula.  
A habilidade que uma enzima possui de catalisar uma reação é definida como 
atividade enzimática, enquanto que a estabilidade enzimática é medida pela atividade 
residual da enzima depois de um processo de inativação (SIRINIVAS e PANDA, 1998). 
Em qualquer processo industrial envolvendo o uso de uma enzima, a mesma está 
sujeita a variações de condições químicas e físicas do meio. A escolha de uma enzima 
é, portanto, ditada pela sua integridade e estabilidade funcional após passar pelas 
etapas necessárias do processo. Portanto, além de alta atividade, é necessário que a 
enzima apresente como características essenciais para seu uso em larga escala a 
estabilidade conformacional, térmica e cinética bastante altas. (KAMAL e BEHERE, 
2008). Estas características são afetadas pelo pH, temperatura, ativadores e inibidores, 
cisalhamento, entre outros e é importante entender os tipos de alteração e interações 
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moleculares que podem contribuir significantemente (positivamente ou negativamente) 
para manutenção destas características, que são inerentes à sua natureza protéica. 
 
 
2.4. Características relevantes das enzimas estudadas 
2.4.1. α-Amilase  
A enzima α-amilase (1,4-α–D-Glucan glucanoidrolase, EC 3.1.1.3) hidrolisa 
amido, glicogênio e polissacarídeos pela quebra randômica das ligações glicosídicas 
internas α-1,4. Essas enzimas são amplamente distribuídas em várias bactérias, 
fungos, plantas superiores e animais e, nestes últimos têm sido encontradas 
especialmente no pâncreas, saliva, sangue e urina (BERNFELD, 1951). A α-amilase é 
usada nas indústrias têxtil e de papel, na indústria de alimentos para a produção de 
pães, cervejas e xaropes de açúcar, dentre outros produtos, e também da indústria de 
adesivos (RAO et al., 2005). Precipitação de α-amilase com adição de sulfato de 
amônio é amplamente utilizada em escala de laboratório para concentração da proteína 
a partir de meios de cultura como relatado por RAO et al. (2005), HAGIHARA et al. 
(2001), KUMAR et al. (1998), IGARASHI et al. (1998) e SCHWIMMER (1949).  
As enzimas α-amilase são enzimas multidomínio que possuem em comum um 
domínio catalítico na forma de barril (β/α)8 constituída de oito folhas β paralelas 
rodeadas por oito hélices, chamado de domínio A (Figura 2.2). Na maioria das α-
amilases, o domínio A ocorre na extremidade N-terminal da proteína, e está localizado 
na parte central da molécula, porém, vários outros membros da família têm um domínio 
N (de função indefinida) precedendo este domínio catalítico. O domínio B é uma 
estrutura folha β irregular que é uma protuberância entre a terceira folha e a terceira 
hélice do barril. O domínio C está posicionado do lado oposto ao domínio B e é 
constituído de folhas β. Supõe-se que o domínio C estabiliza o domínio catalítico por 
proteger os resíduos hidrofóbicos do domínio A do solvente (MacGREGOR, 2001), além 
de ser sugerido que esse domínio possa ser responsável pela ligação ao substrato 
(DAUTER et al., 1999; LAWSON et al., 1994).  
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Figura 2.2: Estrutura tridimensional da α-amilase proveniente de Bacillus 
amyloliquefaciens (PDB Code 1E3X). Íons cálcio e íons sódio são mostrados como 
esferas amarelas e vermelhas, respectivamente. 
 
A enzima α-amilase utilizada nesse trabalho é proveniente de Bacillus sp. e 
apresenta massa molecular que varia entre 50 e 55 kDa segundo o fornecedor (Sigma, 
EUA). Sabe-se que a atividade das enzimas provenientes de Bacillus amyloliquefaciens 
e Bacillus subtilis variam com o pH, sendo mais ativas entre pH 5,5 e 6,5 e entre pH 6,0 
e 7,0, respectivamente (WELKER e CAMPBELL, 1967). NAJAF et al. (2005) relatam 
que α-amilase proveniente de Bacillus subtilis apresenta pI igual a 7,0. 
 
 
2.4.2. Lisozima  
Lisozima (1,4-β-N-acetilmuramidase, EC 3.2.1.17) é um polipeptídio de cadeia 
simples de 129 aminoácidos reticulada com quatro pontes dissulfeto (JOLLES, 1969) 
encontrada na lágrima, na secreção nasal, na saliva, no baço e em leucócitos. A enzima 
causa a lise de células bacterianas específicas por meio da hidrólise das ligações 
B 
A 
C 
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glicosídicas de oligossacarídeos presentes nas paredes celulares das mesmas 
(LEHNINGER, 2005; HOLLER et al.,1975). Presumivelmente, devido a essa habilidade, 
essas enzimas estão presentes em grandes quantidades nos ovos de muitos pássaros, 
onde desempenham um importante papel na defesa do embrião contra infecção 
bacteriana (RUDNEY et al., 1985). A lisozima é uma enzima muito usada como aditivo 
conservante nas indústrias alimentícia e farmacêutica (SU e CHIANG, 2006). A lisozima 
é uma das proteínas mais extensivamente estudadas nos processos de precipitação e 
cristalização devido à facilidade com que pode ser precipitada e cristalizada 
apresentando grande possibilidade de obtenção de múltiplos cristais (MORETTI et al., 
2000). 
A lisozima utilizada nesse trabalho (Figura 2.3) é proveniente de clara de ovo de 
galinha e apresenta massa molecular de cerca de 14,3 kDa. A enzima é mais ativa 
entre pH 6,0 e 9,0, com pH ótimo de 6,2 e pI aproximadamente igual a 11,35 segundo o 
fornecedor (Sigma, EUA). 
 
Figura 2.3: Estrutura tridimensional da lisozima de clara de ovo de galinha (PDB Code 1 
AKI). 
 
2.4.3. Celulase 
O termo celulase se refere a um complexo enzimático no qual um grupo de 
enzimas, agindo juntas, hidrolisa as ligações β-(1-4) na celulose. O complexo é 
usualmente constituído de três enzimas que agem em sinergia: endoglucanase (1,4-β-
D-Glucan glucanoidrolase, EC 3.2.1.4), exoglucanase (celobioidrolase, EC 3.2.1.91) e 
celobiase (β-glicosidase, EC 3.2.1.21). As duas primeiras agem diretamente sobre a 
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celulose formando principalmente glicose e celobiose como produtos. A celobiose é 
então hidrolisada a glicose pela celobiase (DINCER et al., 2007; CAO E TAN, 2002).  
Atualmente, as celulases têm sido utilizadas como biocatalisadores em uma 
série de processos industriais como: clarificação em cervejarias e vinícolas, formulação 
de ração animal, produção de detergentes e amaciantes para roupas, além de ser 
usada na agricultura (DINCER et al., 2007; PAZARLIOGLU et al., 2005; PELACH et al., 
2003). Porém, estas enzimas encontram aplicação mais específica na indústria têxtil e 
de papel e celulose, na modificação das propriedades processuais das fibras 
celulósicas comerciais (FILOS et al., 2006; JANG et al., 2003) e na reciclagem do papel, 
atuando eficientemente na remoção de tintas de impressão da superfície de fibras 
recicláveis (JEFFRIES et al., 1994). Devido ao amplo uso dessas enzimas em 
aplicações industriais, o tempo de vida útil sob as condições de processo é uma 
importante característica, sendo essenciais estudos sobre a estrutura e estabilidade da 
proteína (ARUNACHALAM e KELLIS, 1996). 
Trichoderma reesei é o microrganismo celulolítico que mais tem sido estudado 
(UUSITALO et al., 1991). O complexo enzimático produzido a partir de T. reesei, 
utilizado neste trabalho, é um sistema multienzimático constituído por no mínimo três 
enzimas fisicamente e enzimaticamente distintas que são essenciais no processo global 
de conversão da celulose em glicose (KING e VESSAL, 1969): a celobiase ou β-
glicosidase (BGL), as celobioidrolases (CBHs) e as endoglucanases (EGs) (TEERI, 
1994; SALOHEIMO et al., 1993)  
No complexo celulásico secretado por T. reesei sabe-se que pelo menos cinco 
enzimas apresentam atividade endoglucanásica (EG I, EG II, EG III, EG V e EGV) e 
pelo menos duas são celobioidrolases (CBH I e CBH II), sendo estas últimas produzidas 
em maior quantidade que as demais. Alguns autores justificam a multiplicidade de 
endoglucanases como decorrente de modificações pós-translacionais como a 
glicosilação (MARTINS, 2005). 
Os genes das enzimas CBHs e EGs foram identificados e isolados e descobriu-
se que todas estas enzimas possuem um domínio catalítico, um “linker” e um domínio 
de ligação (CBD), à exceção da EG III, que só possui o domínio catalítico 
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(ARUNACHALAM e KELLIS, 1996; TEERI, 1994; SALOHEIMO et al., 1993). A massa 
molecular de cada uma das enzimas e os pontos isoelétricos de algumas estão 
apresentados na Tabela 2.2.  
O pH ótimo do sistema multienzimático varia entre os limites de 4,2 a 5,2 de 
acordo com o substrato utilizado. A composição relativa das quatro celulases em maior 
concentração no complexo enzimático é de aproximadamente 60% de CBH I, 14% de 
CBH II, 5% de EG I e cerca de 1% de EG II (desconhece-se a composição dos 
restantes 20%). As estruturas destas quatro celulases estão representadas na Figura 
2.4.  
As celobioidrolases (CBHs) atuam nas extremidades redutoras e não redutoras da 
cadeia da celulose produzindo principalmente celobiose, além de glicose e celotriose 
(ZANDONÁ, 2001). Estas enzimas não atuam sobre celuloses solúveis por haver um 
impedimento estereoquímico causado pelos grupos substituintes, seja carboximetílico 
(CMC) ou hidroxietílico (HEC). As endoglucanases (EGs) hidrolisam as cadeias de 
celulose amorfa e modificada quimicamente (solúveis) de modo aleatório. O sítio 
catalítico das endoglucanases possui a forma de uma chave, possibilitando a ação da 
enzima ao longo da cadeia de celulose, reduzindo seu grau de polimerização de 
maneira considerável. As regiões da celulose de menor organização são mais 
facilmente atacadas, pois possuem cadeias que não são envolvidas em interações de 
hidrogênio intermoleculares tão fortes quanto as que ocorrem nas regiões cristalinas, 
levando a uma maior exposição das ligações glicosídicas mais internas (MARTINS, 
2005). 
Assim, ensaios de atividade sobre CMC são característicos para as 
endoglucanases, enquanto que as exoglucanases são caracterizadas por sua medida 
de atividade quando atuam sobre celulose microcristalina, tornando possível a 
diferenciação dessas enzimas. O sítio catalítico das celobioidrolases possui a forma de 
um túnel por onde a cadeia de celulose penetra e sofre hidrólise de suas ligações 
glicosídicas terminais, liberando majoritariamente celobiose.  
As celobiases (β-glicosidases) possuem a função de desdobrar a celobiose 
gerada pelas celobioidrolases e endoglucanases em glicose. Elas não são  
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                   A 
 
 
                    B 
 
                   C                     D 
 
Figura 2.4: Estrutura tridimensional das celulase de Trichoderma. reesei. A - EG I (PDB 
Code 1EG1), B - EG II (PDB Code 1EG2), C - CBH 1 (PDB Code 1CBH), D - CBH II 
(PDB Code 1CB2). 
 
consideradas celulases legítimas uma vez que agem sobre substratos solúveis, mas 
sua contribuição é muito importante para a eficiência da hidrólise da celulase pela 
remoção da celobiose do meio reacional, que é um inibidor competitivo das 
celobioidrolases (MEDVE, 1997). 
AVELINO et al. (1999) já utilizaram “salting-out” com sulfato de amônio na 
presença de ésteres de celulose (metilcelulose e hidroxipropilmetilcelulose) para a 
precipitação de celulase e recuperação das partículas formadas por flotação em coluna. 
 
  REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 30 
2.4.4. Peroxidase 
Peroxidases (doador: peróxido de hidrogênio oxidoredutase, EC 1.11.1.7) são 
heme enzimas, ou seja, enzimas que contém um grupo heme prostético (protoporfirina 
de ferro IX) em sua molécula, no qual um átomo de ferro III é oxidado e forma a espécie 
ferro IV que se reduz quando oxida o substrato orgânico da peroxidase voltando ao 
seu estado de oxidação. Elas são encontradas em bactérias, fungos, plantas e 
animais, e constituem um grupo de enzimas cuja principal função é a oxidação de 
diferentes substratos através do consumo de peróxido de oxigênio (H2O2). O grupo 
heme prostético de sua molécula é responsável pela catálise de reações químicas na 
forma:  
ROOR´ + doador de elétron (2e−) + 2H+→ ROH + R´OH             (2.12) 
A peroxidase de rabanete (“horseradish peroxidase”, HRP) (Figura 2.5), 
utilizada neste trabalho, apresenta sete isoenzimas em sua composição, conforme 
relatado por SHANNON et al. (1966), KAY et al. (1967) e SHIH et al. (1971). Ela é a 
peroxidase mais estudada e é utilizada como um biocatalisador em reações de 
polimerização de fenol, anilina e seus derivados, sendo uma glicoproteína contendo 
21% de carboidratos e um grupo prostético heme que requer peróxido de hidrogênio 
para alcançar os estados de oxidação (VEITCH, 2004; BERGLUND, 2002).  
De acordo com MAEHLY (1955) esta enzima apresenta massa molecular de 
40,0 kDa, pH ótimo de 7,0 e pI de 7,2. Ela possui em sua molécula estruturas 
responsáveis pela sua estabilidade, o que inclui o grupo heme prostético (Fe (III) 
protoporfirina IX), quatro pontes dissulfeto, dois íons cálcio e oito glicanos.  
Essas enzimas são utilizadas para oxidar compostos fenólicos e substâncias 
relacionadas (ROBINSON, 1991), além de participarem de processos como 
suberização e lignificação de células de plantas hospedeiras durante a reação de 
defesa contra agentes patogênicos (CHITTOOR et al., 1999). Porém, a aplicação mais 
importante da peroxidase é em diagnósticos analíticos, onde são utilizadas como 
componente chave de biosensores e imunoensaios (KAMAL e BEHERE, 2008), sendo 
comum o uso desta enzima em ensaios de “Western blot” na etapa de detecção (CHAU 
e LU, 1995). 
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Devido também a sua alta resistência térmica e relativa simplicidade de ensaio 
de atividade, esta enzima é utilizada como monitora da adequacidade de processos 
térmicos e estabilidade de alimentos. Pesquisas também vêm focando o uso potencial 
de peroxidase em tratamento de efluentes para remoção de compostos aromáticos de 
água de tratamento de indústrias (MACHADO e SARAIVA, 2005; KARAM e 
NICELL,1997). O uso de sulfato de amônio sólido já foi utilizado na purificação parcial 
de peroxidases de Salvia species (DÖGAN, 2007). 
 
 
Figura 2.5: Estrutura tridimensional de uma peroxidase de rabanete (PDB Code 2B12). 
 
 
2.4.5. Lipase 
Lipases (triacilglicerol acil hydrolase; EC 3.1.1.3) são enzimas pertencentes ao 
grupo das serino proteases que atuam sobre triglicerídeos (PASTORE et al., 2003) e 
são capazes de catalisar diversas reações, entre elas hidrólise, esterificação e 
transesterificação (JAEGER e EGGERT, 2002). Essas enzimas, encontradas em 
células animais e vegetais, além de serem produzidas por microrganismos, se tornaram 
catalisadores em uma ampla variedade de processos químicos industriais, sendo 
produzidas em larga escala (KIRK et al., 2002). 
Entre as várias aplicações industriais das lipases tem-se a produção de 
biodiesel (PARK e PIZARRO, 2003), o uso da enzima como aditivo na fabricação do 
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sabão em pó e a utilização no tratamento de efluentes industriais com alta carga 
orgânica, como os efluentes de laticínios, indústrias de óleo e aviários. No sistema 
digestivo humano, ela tem como função, basicamente, transformar lipídeos em ácidos 
graxos e glicerol. Entre as aplicações de “salting-out” para essa enzima, tem-se a 
adição de sulfato de amônio no caldo de cultura objetivando-se sua precipitação e 
purificação (BEISSON et al., 2000). 
A enzima lipase utilizada nesse trabalho é proveniente de Humicolas sp. e 
apresenta massa molecular entre 30,0 e 40,0 kDa. A atividade da enzima varia com o 
pH, tendo pH ótimo de 7,5 e pI igual a 4,5. A estrutura tridimensional da lipase de 
Humicola lanuginosa, de massa molecular de aproximadamente 33,0 kDa, está 
apresentada na Figura 2.6. 
 
 
 
Figura 2.6: Estrutura tridimensional de lipase de Humicola lanuginosa (PDB Code 1TIB).
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CAPÍTULO 3 - MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 
 
Neste capítulo estão descritos os materiais utilizados para o desenvolvimento 
do presente trabalho, dentre os quais estão as enzimas, os reagentes químicos e os 
equipamentos necessários para a realização dos ensaios. A seguir, as metodologias 
empregadas para a determinação da concentração das proteínas, o preparo das 
soluções de sal volátil, as determinações de atividades enzimáticas incluindo a 
determinação das faixas da variáveis-respostas operacionais de cada método 
enzimático são relatadas assim como as metodologias empregadas para a 
caracterização das enzimas através de eletroforese SDS-PAGE. Em seguida, a 
verificação da influência dos sais carbamato de amônio e sulfato de amônio na medida 
de concentração da α-amilase por absorbância a 280 nm, a determinação da 
estabilidade das enzimas em soluções de sais, a estabilidade da peroxidase em tampão 
carbonato-bicarbonato, a precipitação das enzimas e a determinação dos balanços de 
massa e de atividade daquelas que precipitaram também serão descritas e estão 
representadas esquematicamente pela Figura 1.1. 
 
 
3.1. Materiais 
3.1.1. Enzimas 
Apresentam-se a seguir as fontes e principais características dos produtos 
enzimáticos utilizados neste trabalho. A Tabela 3.1 contém valores de parâmetros 
característicos destas enzimas, exceto para celulase para a qual dados similares foram 
sumarizados na Tabela 2.2.  
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A α-amilase utilizada neste trabalho era de Bacillus sp. presente em um pó 
correspondente ao meio fermentado bruto, produto tipo XI-A, A-1278 da Sigma (EUA).  
A lisozima de clara de ovo de galinha era o produto L6876 da Sigma (EUA). 
Esta preparação enzimática tinha pureza de 90% após três cristalizações, diálise e 
liofilização, tendo como principais impurezas sais como acetato de sódio e cloreto de 
sódio. 
A celulase aqui estudada tratava-se do complexo celulolítico de Trichoderma 
reesei, produto Celluclast 1.5L, obtido da Novozyme A/S, (Dinamarca) vendido como 
produto C2730 da Sigma (EUA). 
A peroxidase de rabanete (HRP) foi adquirida da Sigma (EUA), produto P8000, 
e tinha pureza de aproximadamente 90%, segundo o fabricante. 
A lipase era de Humicola sp. proveniente da Novo Nordisk (Dinamarca), 
produto 100L-EX. 
 
Tabela 3.1: Características de quatro enzimas estudadas.* 
Enzima pI Massa molecular 
(kDa) 
pH ótimo Referência 
α – Amilase 7,0b 
50,0 - 55,0 a 
57,7 b 
50,0 c 
6,0 – 7,0 b 
6,5b 
5,5 – 6,5c 
SIGMA 
NAJAFI et al., 2005 
SIGMA 
Lisozima 11,35 14,3 6,2 SIGMA 
Peroxidase 7,2 40,0 7,0 MAEHLY,1955 
Lipase 4,4 d 31,7 d 7,0-11,0 d 
WANNERBERGER 
 et al.,1997; 
FERNANDES et al., 2004 
a 
α – Amilase de Bacillus sp, b α – Amilase de Bacillus subtilis,c α – Amilase de Bacillus 
amyloliquefaciens, d Lipase de Humicola lanuginosa 
*Dados similares para celulase se encontram na Tabela 2.2. 
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3.1.2. Reagentes químicos 
Para a preparação da solução de carbamato de amônio foi utilizado carbonato 
de amônio da Mallinckrodt Chemicals (Reino Unido) e solução de hidróxido de amônio 
da Labsynth (Brasil). Além disso, para o preparo de soluções tampão e de substratos 
foram utilizados: fosfato de sódio monobásico, fosfato de potássio monobásico, 
carbonato de sódio, bicarbonato de sódio, cloreto de sódio, tartarato de sódio e 
potássio, glicose D(+) monohidratada (Dextrose/D-Glucose), hidróxido de potássio, 
goma arábica em pó (pura), ácido cítrico anidro, álcool etílico absoluto e acetona, todos 
obtidos da Labsynth (Brasil). Hidróxido de sódio foi adquirido da Nuclear (Brasil). O 
substrato amido solúvel de batata (EC 232-686-4, número de catálogo S2004, 9005-84-
9) e o substrato células liofilizadas de Micrococcus lysodeikticus (M3770), foram obtidos 
da Sigma (EUA). O substrato papel de filtro nº. 1 era da Whatman. O substrato pirogalol 
era da Mallinckrodt Chemicals (Reino Unido). O peróxido de hidrogênio foi adquirido da 
Labsynth (Brasil), Ácido 3,5-dinitrosalicílico e metabissulfito de sódio foram obtidos da 
Vetec Química Fina (Brasil) e azeite de oliva grau alimentício (Carbonell, Espanha), 
com 0,5% de acidez foi adquirido no mercado local. O hidroxipropilmetilcelulose 
(Combizel HK 70M) era da Denver Especialialidades Químicas (Brasil). Água ultrapura 
foi obtida com o equipamento Milli-Q System (Millipore, EUA). Todos os outros 
reagentes foram de grau analítico. 
 
 
3.1.3. Outros materiais e equipamentos 
Durante os ensaios, o pH das soluções foi medido através de pHmetro modelo 
430 da Corning (EUA). Para a determinação da concentração de proteína e atividade 
enzimática, medidas de absorbância foram realizadas em espectrofotômetro Beckman 
modelo DU650 (EUA). A remoção de água e sal volátil foi realizada através de 
liofilização em Lioalfa modelo 6-80 da Telstar (Espanha). As colunas de dessalinização 
foram colunas de permeação PD-10 obtidas da GE Healthcare (Suécia). Durante esses 
ensaios, a temperatura foi mantida constante com o auxílio de um banho Tecnal TE-
2000 com precisão de 0,1 °C (Brasil). Para a manutenção da temperatura nos ensaios 
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de atividade da lipase foi utilizado um banho-maria metabólico termostatizado tipo 
Dubnoff, modelo TE053, marca Tecnal, Brasil. Centrífuga Eppendorf modelo 5804R 
(Alemanha) foi utilizada para a separação das fases sobrenadante e precipitado e para 
a obtenção dos perfis eletroforéticos foi utilizado o equipamento Mini-Protean III 
(BioRad, EUA)  
 
 
3.2. Procedimentos 
3.2.1. Determinação da concentração das proteínas 
A determinação das concentrações de proteína total em solução foi feita através 
de medidas de absorbância a 280 nm e através do método proposto por BRADFORD 
(1976) com albumina de soro bovino (Sigma, EUA) como referência para a obtenção da 
curva padrão. Para as medidas feitas através de absorbância a 280 nm, os valores dos 
coeficientes de absorção (a280mg/ml) para as enzimas foram previamente determinados 
através da construção de uma curva padrão que relaciona medidas de absorbância a 
280 nm com diferentes concentrações conhecidas da enzima de interesse em solução 
do agente tamponante específico. Porém, algumas das enzimas analisadas, como 
celulase e lipase eram fornecidas em solução de concentração desconhecida, sendo 
necessário determinar previamente a concentração de proteínas totais em soluções de 
diferentes concentrações através do método proposto por BRADFORD (1976), e 
relacionar estes valores com medidas de absorbância a 280 nm, construindo-se duas 
curvas de calibração, uma a partir do método de BRADFORD e outra de absorbância a 
280 nm. No caso da enzima α-amilase, foram preparadas suspensões do pó 
correspondente ao meio fermentado bruto em tampão específico e essas suspensões 
foram homogeneizadas por inversão durante 3 h para solubilização da enzima. Após 
transcorrido este tempo, as suspensões eram centrifugadas por 15 min e o 
sobrenadante constituía-se de uma solução límpida, considerada neste trabalho como 
solução enzimática de α-amilase. Após obtida, esta solução enzimática estoque foi 
utilizada para construção das curvas padrão de BRADFORD e de absorbância a 280 
nm, tal qual as enzimas celulase e lipase. 
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O procedimento do método de BRADFORD constitui-se em adicionar 1,00 mL 
de solução de reagente azul de Commassie previamente preparada em 100 µL de 
amostra a ser analisada e medir a absorbância a 595 nm desta mistura após 10 min.  
 
 
3.2.2. Preparo das soluções de sal volátil 
A solução de sal carbamato de amônio foi preparada a partir de hidróxido de 
amônio e do sal carbonato de amônio sólido, conforme procedimento apresentado por 
WATANABE et al. (2006): uma certa massa de carbonato de amônio sólido (uma 
mistura de bicarbonato de amônio e carbamato de amônio cuja fração de amônia é 30% 
em massa) dissolvida em água e um volume de solução de hidróxido de amônio 
previamente calculado foram combinados de modo que a razão entre nitrogênio e 
carbono fosse igual a 2,0, de acordo com VAN BERLO et al. (2000). O recipiente 
contendo o sal preparado era vedado e mantido sob agitação a temperatura ambiente 
até dissolução total do carbonato de amônio.  
 
 
3.2.3. Determinação das atividades enzimáticas 
3.2.3.1. α-Amilase 
O método de determinação de atividade da α-amilase foi adaptado a partir do 
método apresentado por BERNFELD (1955) e baseia-se na quantificação do açúcar 
formado pela ação da enzima a partir de amido solúvel medido através da absorbância 
a 540 nm. Para a realização dos ensaios foram utilizados tubos de ensaio (13X100 mm) 
imersos em banho termostático mantido a 20,0ºC, nos quais se adicionaram 250 µL de 
solução de amido solúvel de concentração fixa de 0,01 g/mL e 250 µL de solução 
enzimática a ser analisada, ambos preparados em 20 mmol/L de tampão fosfato de 
sódio pH 6,9 com 6,7 mmol/L de cloreto de sódio. Após 3 min de incubação, a reação 
foi interrompida com a adição de 500 µL de reagente DNS preparado segundo 
SUMNER (1921). Em seguida, os tubos foram vedados e imersos em água fervente por 
15 min, após o qual as amostras foram colocadas em banho de gelo por 5 min. Diluiu-
se as amostras com 5,0 mL de água e determinou-se a absorbância a 540 nm. Uma 
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unidade enzimática é a quantidade de enzima que libera 1,0 mg de glicose a partir do 
amido em 3 min nas condições do ensaio. 
A atividade específica, expressa em termos de atividade por miligrama de 
proteína, foi calculada através da expressão: 





∗
=
Enzima
Totalnm
V
V
C
DA
mgUEspecíficaAtividade )(
))(()/( 540α     (3.1) 
em que nmA540∗α  resulta na concentração (mg/mL) de açúcar determinada através da 
curva padrão em termos de glicose onde α  é o coeficiente angular e nmA540  é a 
absorbância determinada a 540 nm; D  é o fator de diluição; C  é a concentração de 
proteína da solução enzimática (mg/mL); TotalV  é o volume total do meio (mL) e EnzimaV  é 
o volume de enzima (mL) adicionado na reação de hidrólise. 
 
 
3.2.3.2. Lisozima 
O método utilizado para determinação da atividade da lisozima foi adaptado a 
partir do método apresentado por SHUGAR (1952) e baseia-se na determinação da 
taxa de redução turbidimétrica de uma suspensão celular de Micrococcus lysodeikticus 
medida através da absorbância a 450 nm em função do tempo. Para a realização do 
ensaio, adicionou-se em uma cubeta de quartzo a 25,0ºC, 2,5 mL de suspensão de M. 
lysodeikticus 0,15 mg/mL e 100 µL de solução enzimática, ambas preparadas em 
tampão fosfato de potássio 66 mmol/L pH 6,24. A enzima atua rompendo a membrana 
celular das bactérias e a suspensão que inicialmente é turva, torna-se límpida com o 
passar do tempo. Imediatamente após a adição do substrato e enzima, a agitação foi 
realizada por inversão e registrou-se o decréscimo da absorbância a 450 nm por 
aproximadamente 5 min. Uma unidade enzimática produz uma variação de absorbância 
de 0,001 por minuto nas condições do ensaio. 
Para esta enzima, a atividade específica foi calculada através da expressão: 
Enzima
nmnm
VC
DtbrancoAtesteA
mgUEspecíficaAtividade
∗∗
∆−∆
=
001,0)(
))(/))()((()/( 450450  (3.2) 
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em que )/))()((( 450450 tbrancoAtesteA nmnm ∆−∆  é a inclinação da curva da absorbância a 
450 nm em função do tempo (descontando-se a diferença entre a inclinação para a 
amostra analisada e para seu branco); D  é o fator de diluição; C  é a concentração de 
proteína da solução enzimática (mg/mL); EnzimaV  é o volume de enzima adicionado na 
reação (mL); 0,001 é a variação da absorbância a 450 nm por definição de unidade. 
 
 
3.2.3.3. Celulase 
O método de determinação de atividade da celulase utilizado foi adaptado do 
método apresentado por GHOSE (1987) no qual a atividade de celulase é calculada em 
termos de “filter-paper units” por mililitro de solução enzimática (FPU/mL). Este método 
baseia-se na quantificação através da redução do reagente DNS medida por 
absorbância a 540 nm da glicose liberada a partir da celulose. Para a determinação da 
atividade da celulase, 50 mg de papel de filtro Whatman nº. 1 e 1,0 mL de tampão 
citrato 0,05 mol/L pH 4,8 foram adicionados em tubos de ensaio (13X100 mm) e 
mantidos a 50,0ºC por 5 min em banho termostático. A seguir, adicionaram-se 500 µL 
de solução enzimática. Após 60 min de incubação, a reação foi interrompida com a 
adição de 3,0 mL de reagente DNS preparado de acordo com MILLER (1959). Em 
seguida, colocaram-se os tubos (previamente fechados) imersos em água fervente por 
10 min, e transcorrido este tempo, os tubos foram imersos em banho de gelo por 5 min. 
Após mais 20 min, tempo suficiente para que o papel de filtro decantasse, 200 µL da 
mistura reacional de cada tubo foram colocados em cubetas e diluídos adicionando-se 
2,5 mL de água. A seguir, mediu-se a absorbância a 540 nm da solução obtida. Uma 
unidade enzimática (FPU) é a quantidade de enzima que libera 2,0 mg de açúcar 
redutor como a glicose a partir de 50 mg de papel de filtro nas condições do ensaio. 
Para o cálculo da atividade da celulase, expressa em termos de FPU por 
mililitro de proteína, foi utilizada a seguinte expressão: 
)37,0(
)()/( CmLFPUEspecíficaAtividade =       (3.3) 
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em que )(C  é a concentração de enzima (mg/mL) necessária para transformar 50 mg 
de substrato em 2 mg de glicose, ou seja, a concentração enzimática necessária para 
realizar 4% de conversão do substrato; o numerador 0,37 é derivado do fator de 
conversão de 2,0 mg de glicose gerados no ensaio por mmol de glicose, a partir do 
volume de enzima utilizado e do tempo requerido para geração dos açúcares redutores: 
min605,0
)]/18016,0/(0,2[)min/(37,0 coscos
⋅
=⋅
enzima
egliegli
mL
molmgmg
mLmol
µ
µ   (3.4) 
Apesar da constante 0,37 ter seu cálculo baseado nas unidades internacionais 
de atividade do Sistema Internacional de medidas (S.I.), a celulase não tem sua 
atividade determinada nestas unidades devido que as mesmas são baseadas nas taxas 
iniciais de reação, portanto, esta enzima deve ter sua atividade expressa simplesmente 
como FPU. 
Para a determinação da concentração de proteína que resultaria na geração de 
uma massa de glicose de 2,0 mg por ensaio, determina-se experimentalmente pelo 
menos duas concentrações de proteína que resultem em diferentes massas de glicose 
produzida, uma maior e outra menor que os 2,0 mg, fazendo-se uma interpolação para 
a concentração protéica relativa a 2,0 mg.  
 
 
3.2.3.4. Peroxidase 
O método utilizado para a determinação da atividade da peroxidase foi aquele 
apresentado por CHANCE e MAEHLY (1955), que se baseia na determinação da taxa 
de aumento da absorbância a 420 nm como conseqüência da conversão do substrato 
pirogalol em purpurogalina. Em uma cubeta de quartzo termostatizada a 20,0ºC 
adicionaram-se 1050 µL de água destilada, 160 µL de tampão fosfato de potássio pH 
6,0, 80 µL de peróxido de hidrogênio e 160 µL de pirogalol. A mistura da solução foi 
realizada por inversão e a solução foi mantida por 5 min a 20,0ºC. Em seguida, 
adicionaram-se 50 µL de solução enzimática e imediatamente misturou-se novamente 
por inversão e registrou-se a variação de absorbância a 420 nm por aproximadamente 5 
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min. Uma unidade enzimática forma 1,0 mg de purpurogalina a partir de pirogalol em 20 
s nas condições do ensaio.  
A atividade específica, expressa em termos de atividade por miligrama de 
proteína, foi calculada através da expressão: 






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em que )/))()(( 420420 tbrancoAtesteA nmnm ∆−∆  é a taxa de variação da absorbância a 
420 nm da amostra analisada (descontando-se a variação de absorbância do seu 
branco) em 20 s; D  é o fator de diluição; C  é a concentração de proteína da solução 
enzimática (mg/mL); EnzimaV  é o volume de enzima adicionado na reação (mL); TotalV  é o 
volume total do meio (mL); 12 é o valor do coeficiente de extinção de 1 mg/mL de 
purpurogalina a 420 nm. 
 
 
3.2.3.5. Lipase 
O método utilizado para determinação da atividade da lipase baseia-se na 
hidrólise da emulsão do azeite de oliva de acordo com a metodologia apresentada por 
SOARES et al. (1999). Para a preparação da emulsão, adicionou-se em um béquer, 50 
mL de solução 7% de goma arábica pura preparada com 2 dias de antecedência e 50 
mL de azeite de oliva, e agitou-se por 1 min utilizando-se homogeneizador doméstico. A 
emulsão resultante ficou sob agitação constante, com auxílio de uma placa de agitação 
magnética até seu uso. 
Para a determinação das atividades, foram adicionados 2000 µL da solução 
tampão fosfato de sódio 100 mM pH 7,0 e 5000 µL da emulsão previamente preparada 
em frascos Erlenmeyer de 50 mL. Em seguida, foram acrescidos 1000 µL de solução 
protéica. Os frascos Erlenmeyer foram incubados a 37ºC por 20 min, em banho maria. 
Transcorrido o tempo de incubação, a reação foi parada pela adição de 10 mL de 
solução álcool - acetona (1:1) em cada um dos frascos Erlenmeyer. Os ácidos graxos 
liberados foram titulados com KOH 50 mmol/L usando 3 gotas de solução de 
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fenolftaleína 5% (em álcool) como indicador. A partir do volume de KOH utilizado, 
calculou-se a atividade hidrolítica da enzima. Uma unidade de atividade enzimática é 
definida como a quantidade de enzima que forma 1,0 µmol de ácido graxo livre por 
minuto nas condições do ensaio.  
A atividade específica, expressa em termos de atividade por miligrama de 
proteína, foi calculada através da expressão: 
)()(
)))((()/(
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mgUEspecíficaAtividade KOHKOH
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em que )))((( brancoVtesteV KOHKOH −α  nos dá a concentração de ácido oléico através da 
curva padrão; C  é a concentração de proteína da solução enzimática (mg/mL); EnzimaV  é 
o volume de enzima adicionado na reação (mL); TotalV  é o volume total do meio (mL) e t  
é o tempo de incubação (min). 
 
 
3.2.4. Determinação das faixas de variáveis-respostas operacionais nas dosagens 
de atividades enzimáticas  
Como parte da implementação do ensaio de atividade das proteínas, foi feita, 
para cada uma das enzimas estudadas, a determinação dos valores das variáveis 
respostas que limitam a faixa confiável na qual a atividade específica apresenta valores 
constantes. Valores muito altos para as variáveis respostas significam uma atividade 
muito alta na mistura reacional que pode levar ao consumo excessivo de substrato, o 
que reflete em atividade calculada menor que o devido. Valores muito baixos para as 
variáveis respostas indicam pouca enzima ativa na mistura reacional e o resultado 
obtido pode estar alterado devido aos erros experimentais se tornarem relativamente 
grandes, na ordem de grandeza da atividade medida. Estas variáveis respostas foram 
as determinações de valores de absorbância relacionadas com a formação de produto, 
as taxas de consumo de substrato ou formação de produto ou a determinação do 
volume de reagente necessário para neutralizar um produto específico. 
 
              MATERIAIS E MÉTODOS 
 
 43 
 
3.2.5. Análise de perfil protéico por eletroforese SDS-PAGE  
As análises de eletroforese para a obtenção dos perfis protéicos das enzimas 
estudadas foram realizadas utilizando-se gel de poliacrilamida 15% em condições 
desnaturantes e redutoras de acordo com o protocolo descrito por LAEMMLI (1970). 
Soluções enzimáticas com concentração total de proteína de aproximadamente 0,5 
mg/mL foram preparadas em tampão contendo dodecil sulfato de sódio (SDS) com ou 
sem a presença de β-mercaptoetanol e em seguida foram aquecidas de 5 - 7 min a 
100ºC para serem desnaturadas. Alíquotas de 15 µL de cada amostra foram aplicadas 
nos géis de poliacrilamida que foram submetidos à voltagem constante de 180 V em 
cuba vertical. O procedimento de coloração foi realizado com solução de nitrato de 
prata segundo protocolo descrito por MORYSSEY (1981). Os marcadores de massa 
molecular usados foram albumina de soro bovino (66 kDa), ovalbumina de ovo de 
galinha (45 kDa), gliceraldeído-3-fosfato desidrogenase de músculo de coelho (36 kDa), 
anidrase carbônica de eritrócito bovino (29 kDa), tripsinogênio de pâncreas bovino (24 
kDa), inibidor de tripsina da soja (20 kDa) e α-lactalbumina de leite bovino (14,2 kDa). 
As caracterizações das enzimas foram feitas comparando-se as bandas 
protéicas com dados da literatura e dos fornecedores. 
 
 
3.2.6. Efeito dos sais na medida da concentração de α-amilase por A280 nm 
Um estudo da influência da concentração dos sais sulfato de amônio e 
carbamato de amônio no coeficiente de absorção da equação de reta utilizada para 
determinar a concentração protéica foi realizado para o caso da α-amilase. Para ambos 
os sais foi preparada uma solução enzimática de concentração pré-fixada, que foi 
combinada com diferentes concentrações de sal de tal forma que a concentração final 
da enzima fosse 0,04 mg/mL e 0,23 mg/mL para os sais sulfato de amônio e carbamato 
de amônio, respectivamente. As concentrações de sal utilizadas foram entre 0,0 e 3,5 
molar para o sal convencional e entre 0,0 e 7,0 molal para o sal volátil. As medidas de 
absorbância foram realizadas à temperatura ambiente (25,0ºC) e a solução utilizada 
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como branco nestes estudos foi o tampão fosfato de sódio 20 mmol/L pH 6,9 com 6,7 
mmol/L de cloreto de sódio. Assim, pôde ser observada a mudança do valor do 
coeficiente de absorção da reta em função da concentração de sal utilizada, mudança 
tal que não se destina a evidenciar possíveis modificações estruturais na proteína 
decorrentes do acréscimo do sal, mas sim, a ser fator de correção para a determinação 
da concentração da α-amilase em soluções contendo diferentes concentrações de sais 
convencional e volátil (por absorbância a 280 nm) sem que se faça necessário variar a 
concentração deste sal na célula de referência. 
Para as demais enzimas não foram realizados estudos de influência da 
concentração de sais na absorção a 280 nm, o que será discutido posteriormente 
(seção A2.1), tendo sido determinados apenas os respectivos coeficientes de absorção 
em tampão específico. 
 
 
3.2.7. Determinação da estabilidade das proteínas em solução de sais  
Os tratamentos das diferentes enzimas com os diferentes sais foram realizados 
em batelada. Em frascos tipo Falcon de capacidade de 15 mL, colocou-se tampão 
específico (usado como agente tamponante no protocolo de medida de atividade de 
cada enzima) e um volume fixo de solução enzimática de concentração previamente 
estabelecida. Solução de sal foi adicionada de modo a produzir tratamentos de 
diferentes forças iônicas (1,0, 2,0, 3,0 e 5,0 molal). As misturas foram mantidas por 60 
min a 4,0ºC e foram imediatamente congeladas com nitrogênio líquido para posterior 
dessalinização através de secagem por liofilização (24 h a pressão entre 0,072 a 0,095 
mbar), no caso do sal volátil carbamato de amônio, ou através de colunas de 
permeação em gel, no caso dos sais convencionais (sulfato de amônio e sulfato de 
sódio). Após a dessalinização, cada tratamento foi submetido à dissolução e diluição 
com agente tamponante e teve sua concentração de proteína e sua atividade específica 
determinadas. 
Para o caso do sal volátil carbamato de amônio, além dos tratamentos salinos 
para cada uma das enzimas, foram feitos tratamentos controles. O tratamento nomeado 
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controle de liofilização foi feito substituindo-se o sal pelo agente tamponante específico 
de cada enzima. O controle de pH foi feito substituindo-se o sal por agente tamponante 
com valor de pH igual ao pH das soluções do sal volátil (agente tamponante de pH 
10,20). O controle geral de atividade foi feito conforme o controle de liofilização descrito 
acima, mas sem ser submetido ao processo de liofilização. O objetivo do uso desses 
controles foi verificar a influência do processo de liofilização e do valor de pH da 
solução de sal volátil na desnaturação das enzimas através da comparação dos 
controles de liofilização e de pH com o controle geral. Nos tratamentos realizados com 
os sais convencionais, os controles estabelecidos foram o controle geral e controle de 
pH, porém o controle de pH foi realizado indiretamente através da adequação do valor 
de pH da solução de sulfato de sódio para o valor do pH da solução de sal volátil. 
 
 
3.2.8. Efeito de diferentes íons e do processo de liofilização na estabilidade da 
peroxidase  
Com o intuito de investigar o efeito dos ânions carbonato e bicarbonato e 
simultaneamente comprovar o efeito não desnaturante do ânion sulfato sobre a 
atividade da peroxidase, ensaios de estabilidade foram realizados adicionando-se em 
frascos tipo Falcon de capacidade de 15 mL, 300 µL de solução enzimática de 
concentração igual a 2,00 mg/mL e diferentes tampões de modo a produzir 3,0 mL de 
tratamentos de diferentes íons e diferentes pHs, já que o pH do tratamento controle é 
igual a 6,00 e o pH dos demais tratamentos estudados é 10,20, devido à adequação 
dos valores de pH ao valor do pH da solução de sal volátil. Após a dessalinização e 
deteminação das concentrações enzimáticas, cada tratamento foi devidamente diluído 
com tampão do protocolo de atividade e as atividades foram determinadas. Os três 
tampões analisados neste ensaio foram: fosfato de potássio 100 mM a pH 6,00 e a pH 
10,20 e carbonato-bicarbonato de sódio 100 mM a pH 10,20. O efeito do tampão 
carbonato-bicarbonato foi comparado com os efeitos dos tampões fosfato de potássio 
100 mM a pH 6,0 (tampão de atividade), fosfato de potássio 100 mM a pH 10,2 e sulfato 
de sódio pH 10,2 (seção 3.2.7). 
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Deve-se evidenciar que nestes experimentos o processo de dessalinização foi 
realizado através de colunas de permeação em gel como meio de se comparar os 
resultados obtidos com os resultados da seção 3.2.7 (no qual o tratamento controle 
geral em tampão fosfato de potássio 100 mM a pH 6,00 foi dessalinizado através de 
liofilização) e, deste modo, avaliar o efeito do processo de liofilização sobre a atividade 
enzimática, já que aparentemente este processo, realizado conforme a seção anterior, 
levou à desnaturação da peroxidase. Nesta análise, a comparação realizada foi entre os 
tratamentos controle geral em tampão fosfato de potássio 100 mM a pH 6,00 desta 
seção e da seção anterior. 
 
 
3.2.9. Precipitação das enzimas e determinação de seus balanços de massa e de 
atividade 
Ensaios de precipitação das enzimas α-amilase, celulase, peroxidase e lipase 
foram realizados com o intuito de analisar o efeito do processo de precipitação na 
manutenção da atividade das mesmas. A lisozima não foi submetida à precipitação com 
sal volátil neste trabalho, pois dados da precipitação desta enzima já haviam sido 
determinados em trabalhos anteriores realizados por WATANABE (2007) e LIMA 
(2006). 
Em frascos tipo Falcon de 15 mL, colocou-se tampão específico (usado como 
agente tamponante no protocolo de medida de atividade de cada enzima) e um volume 
fixo de solução enzimática de concentração previamente estabelecida. Solução de sal 
foi adicionada de modo a produzir 3,0 mL de misturas referentes a tratamentos de 
diferentes forças iônicas (9,0, 7,0 e 5,0 molal) que foram mantidos por 60 min a 4,0ºC. 
Após transcorrido este tempo, foi verificada visualmente a presença ou ausência de 
fase precipitado nos tubos e os mesmos foram submetidos à centrifugação por 15 min a 
5000 g para separação de fases. Em seguida os respectivos precipitado e 
sobrenadante de cada tratamento eram imediatamente submetidos à dessalinização 
através de colunas de permeação em gel. Através da determinação da concentração de 
proteína de cada solução após a dessalinização, foram realizados os balanços de 
massa do processo de precipitação e os precipitados e sobrenadantes foram diluídos 
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adequadamente com agente tamponante para que a atividade específica fosse 
determinada. Além dos tratamentos salinos para cada uma das enzimas, foi feito o 
tratamento controle que teve solução salina substituída por agente tamponante. Para 
efeitos de comparação, estes experimentos foram realizados a 4,0ºC e com tempo de 
envelhecimento de 60 min, tal qual utilizados nos estudos de estabilidade anteriores. 
O balanço de massa foi feito com a intenção de se avaliar as perdas de massa 
ocorridas durante a dessalinização por coluna de filtração em gel e também para se 
avaliar a confiabilidade dos resultados de atividade específica baseados nos resultados 
do balanço de atividade. 
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CAPÍTULO 4 - RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
 
 
Neste capítulo apresentam-se os resultados deste trabalho e suas devidas 
discussões. Primeiramente, os perfis protéicos obtidos por eletroforese SDS-PAGE das 
enzimas são apresentados. A seguir, são mostrados os resultados das análises do 
efeito do sal carbamato de amônio na atividade catalítica das cinco enzimas estudadas 
e do efeito dos sais sulfatos de amônio e de sódio nas atividades de celulase e 
peroxidase. Resultados de atividade da peroxidase após contato com diferentes 
tampões em diferentes valores de pH também são apresentados, com destaque para a 
análise do efeito do processo de liofilização na atividade desta enzima. Por último, são 
exibidos os resultados dos ensaios de precipitação das enzimas com sal volátil e os 
balanços de massa e atividade para as enzimas que precipitaram (celulase e 
peroxidase). 
 
 
4.1. Análise dos perfis protéicos por eletroforese SDS-PAGE 
A fim de se avaliar a pureza das enzimas estudadas, os perfis das bandas 
protéicas destas enzimas foram obtidas através de eletroforese SDS-PAGE (Figura 
4.1). Para a celulase de T. reesei foram feitas 2 análises, uma com a celulase obtida da 
empresa Sigma (EUA) e outra com a celulase proveniente diretamente da Novozyme 
(Brasil). 
Através da relação linear existente entre a mobilidade eletroforética das 
proteínas do marcador de massa molecular e o logaritmo de suas respectivas massas 
moleculares, pode-se fazer uma interpolação para determinar as massas moleculares  
             RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
 49 
das enzimas estudadas a partir de suas respectivas mobilidades. Comparando-se as 
pistas 1 e 2 no gel A, observa-se que a enzima α-amilase apresenta uma concentração 
mais elevada de proteínas de massas entre 45 e 66 kDa. Segundo o fornecedor, a 
massa molecular da enzima ativa está entre 50 e 55 kDa. Além dessa enzima, existem 
na pista 2, outros compostos de massa molecular abaixo de 45 kDa em menor 
concentração. Como a α-amilase se trata de uma enzima em seu extrato bruto, este 
resultado era esperado. A banda mais nítida da pista 2 apresenta segundo os cálculos 
de mobilidade eletroforética, massa molecular de 54 kDa, correspondente à massa 
molecular da enzima α-amilase.  
 
 
 
             
Figura 4.1: Perfil eletroforético (SDS-PAGE em gel 15%) de soluções enzimáticas em 
tampões de atividade. Tampão de desnaturação sem β-mercaptoetanol no gel A e com 
β-mercaptoetanol no gel B. Pista 1, marcadores de massa molecular; pista 2, solução 
de α-amilase; pista 3, solução de lisozima; pista 4, solução de celulase de Trichoderma 
reesei (adquirida da Sigma); pista 5, solução de celulase de Trichoderma reesei (obtida 
diretamente da Novozyme); pista 6, solução de peroxidase; pista 7, solução de lipase. 
Revelação feita com nitrato de prata. 
 
Analisando a pista 3, pode-se verificar que a lisozima é uma enzima de alta 
pureza pois somente uma banda aparece nos géis. Através dos cálculos de mobilidade 
Gel A Gel B 
  1            2             3            4            5            6             7   1            2            3            4            5           6              7 
MM MM 
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eletroforética, esta enzima apresenta massa de 14,3 kDa, valor muito próximo do 
teórico (14,2 kDa segundo dados do fornecedor). 
Nas pistas 4 e 5 do gel A observa-se o perfil da enzima celulase adquirida da 
Sigma (EUA) é praticamente o mesmo obtido para celulase da Novozyme, confirmando 
que se trata da mesma enzima conforme informação obtida do catálogo da Sigma, no 
qual esclarece-se que a enzima C2730 de T. reesei é a Celluclast  
1.5 L proveniente da Novozyme. A partir da determinação da mobilidade eletroforéticas 
das cinco bandas mais nítidas deste complexo enzimático, encontraram-se no gel A as 
seguintes massas moleculares: 74, 60, 53, 45 e 31 kDa, estando a maior banda entre 
os limites de 43 e 63 kDa. Segundo BELDMAN et al. (1985) a enzima celobiase possui 
massa de 76,0 kDa enquanto que as celobioidrolases e endoglucanases têm massas 
entre 60,5 e 62,0 kDa e entre 23,5 e 58,0 kDa respectivamente. REINIKAINEN (1994) 
verificou em seu trabalho que a massa molecular da enzima celobiase é 75,0 kDa 
enquanto que as celobioidrolases CBH I e CBH II têm massas entre 59,0 e 68,0 kDa e 
entre 50,0 e 58,0 kDa, respectivamente. Segundo este autor as enzimas de 
características endoglucanásicas têm massas variando entre 23,0 e 55,0 kDa. Assim, a 
massa de 74 kDa determinada através da mobilidade eletroforética provavelmente é de 
uma celobiase e as massas entre 50 kDa e 66 kDa provavelmente são de enzimas 
celobioidrolases. As demais proteínas de massas moleculares abaixo da banda de 45,0 
kDa devem ser as endoglucanases que além de serem menores estão presentes em 
menores quantidades (correspondente a aproximadamente 6% do total de enzimas do 
complexo).  
A solução de enzima peroxidase (pista 6) apresenta-se como uma solução de 
composição bastante heterogênea. De acordo com MAEHLY (1955), esta enzima 
apresenta massa molecular de 40,0 kDa. Comparando-se as pistas 6 dos géis A e B 
observa-se que há no gel A uma quantidade grande de proteínas de massas 
moleculares entre 29 kDa e 45 kDa e outra grande quantidade com massa próxima de 
20 kDa, além de duas bandas fortes nas regiões de 15 kDa e 10 kDa. No gel B, a banda 
de proteína de massa entre 29 kDa e 45 kDa é menos intensa e as bandas de 20 kDa, 
15 kDa e 10 kDa tornam-se mais nítidas. 
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A solução de enzima lipase é apresentada nas pistas 7 como uma banda forte 
na região entre 29 kDa e 36 kDa, tanto para a eletroforese feita na presença quanto na 
ausência de β-mercaptoetanol, tornando evidente que, dentre as enzimas estudadas, 
ela é uma das mais puras. A enzima lipase utilizada nesse trabalho é proveniente de 
Humicola sp e segundo a literatura, apresenta massa molecular entre 30,0 e 40,0 kDa. 
 
 
4.2. Efeito do carbamato de amônio na atividade catalítica das enzimas 
Os resultados das determinações de atividade das enzimas para todos os 
tratamentos com sal volátil e controles geral, de liofilização e de pH estão apresentados 
na Tabela 4.1. O efeito de cada tratamento realizado foi analisado através do teste t de 
Student para verificar quando as diferenças entre os resultados são estatisticamente 
significante: uma diferença é significante quando o valor de t calculado é maior do que o 
valor crítico de t encontrado numa tabela de distribuição de valores t, em um nível de 
significância de p = 0,05. 
Observou-se que a enzima α-amilase teve em média uma perda de atividade 
específica de 8% para as amostras que ficaram em contato com o sal em relação ao 
controle geral, ou seja, a quantidade de atividade enzimática alimentada em cada tubo 
(considerando-se zero de perdas). Porém, análises estatísticas indicaram que estas 
diferenças não foram significantes sugerindo que as atividades específicas para estes 
tratamentos não foram significantemente afetadas pelo sal carbamato de amônio. 
Comparando-se todas as amostras com o controle geral, a única que apresentou 
diferença significativa no nível de significância de 5% foi o controle de liofilização. 
Para a lisozima e a lipase, os tratamentos salinos não apresentaram perda de 
atividade em nenhuma das forças iônicas avaliadas, assim como não houve redução de 
atividade para os controles de liofilização e pH, sendo que, em alguns destes 
tratamentos, a atividade específica foi maior do que a esperada. Porém, as diferenças 
entre os valores das médias em comparação com o controle geral não foram 
estatisticamente significativas. Estes resultados sugerem que as soluções de sal 
carbamato de amônio não tiveram efeito sobre a atividade específica destas enzimas.  
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Para a peroxidase, as perdas de atividade específica foram de 49% para o caso 
de concentração de 5 molal de sal e aproximadamente 42% para outras concentrações 
de sal, indicando que o sal é um agente desnaturante para esta enzima. Comparando-
se com o controle geral, os tratamentos controles de pH e liofilização mostraram uma 
redução de 17% na atividade específica, porém, como este controle também foi 
submetido ao processo de liofilização, estas perdas de atividade são provavelmente 
devido a este processo de secagem que pode ter também um efeito desnaturante 
parcial sobre os outros tratamentos. Portanto, a perda de atividade da peroxidase pode 
ser atribuída aos efeitos combinados do sal e do processo de liofilização, mas não 
atribuída aos altos valores de pH das soluções do sal. Contudo, a não influência dos 
altos valores de pH sobre a estabilidade desta enzima não era esperada, já que YAN et 
al. (2007) relataram que HRP é estável em ambientes fracamente ácidos, mas instável 
em soluções básicas. Estes autores também acreditam que nestas condições, ocorre 
uma transição na estrutura secundária da enzima, que é reversível acima de certa faixa 
de pH. HOLZBAUR et al. (1996) também mostraram que a HRP retém a conformação 
de seus sítios ativos em valores de pH entre 4 e 7, porém, em outros valores de pH fora 
desta faixa, estas conformações podem mudar. Segundo KAMAL e BEHERE (2008), a 
enzima HRP é uma enzima bastante complexa, tendo entre os fatores estabilizantes de 
sua molécula o grupo heme prostético, quatro pontes dissulfeto, dois íons cálcio e oito 
glicanas, sendo que os processos de inativação/reativação desta enzima podem estar 
relacionados, em parte, à dissociação/reassociação do grupo heme prostético da 
mesma, sendo o processo de dissociação deste grupo do centro ativo da enzima pH 
dependente e ocorrendo mais rapidamente a valores de pH menores que 5, com 
completa desagregação a pH 2,4 e 25,0ºC, conforme relatado por WHITAKER (1972). 
Em relação ao efeito desnaturante do sal na atividade da peroxidase, o trabalho 
de NUEVO et al. (1993) indica como causas a redução do átomo de ferro e a alteração 
do ambiente hidrofóbico ao redor do grupo heme. Segundo estes autores, a 
transferência de elétrons que ocorre no grupo heme durante a reação da enzima 
peroxidase é realizada de duas diferentes formas dependendo da força iônica. Estes 
autores concluíram que, a baixos valores de força iônica, o processo é dominado por 
forças eletrostáticas, enquanto que em altos valores de força iônica, as interações 
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hidrofóbicas são as forças dominantes e a reação de redução do radical triptofano 
ocorre anteriormente à redução do ferro IV proveniente da oxidação do ferro III, sendo 
que o ferro IV fica inativado para as próximas reações. Sendo assim, pode ter ocorrido 
a inativação do átomo de ferro da enzima devido à exposição da molécula a altas forças 
iônicas. Outra possibilidade é de que, devido à exposição das regiões hidrofóbicas que 
geralmente ocorre em virtude das altas forças iônicas do meio, a cavidade interior que 
contém o grupo prostético, predominantemente hidrofóbico, foi morfologicamente 
alterada. Segundo KAMAL e BEHERE (2008), quando o grupo heme se liga à histidina 
por uma ligação coordenada, se estabelecem ligações de hidrogênio, pares iônicos e 
interações de van de Walls nos aminoácidos ao redor. A ligação do grupo heme é 
equivalente à introdução de vários grupos hidrofóbicos na estrutura da enzima, que 
incrementam a região hidrofóbica no interior da mesma, promovendo rigidez à sua 
estrutura secundária, sendo que o aumento da hidrofobicidade e de interações iônicas 
na cavidade que contém o grupo prostético leva a uma maior estabilidade da enzima.  
Outra possibilidade que deve ser levada em conta é a de inibição da enzima por 
parte do sal volátil. SARIRI et al. (2005) mostraram que a inibição da enzima ocorre 
devido à ligação entre os grupos doadores de elétrons da enzima e os inibidores. 
Possivelmente isso não ocorreu neste trabalho, já que os grupos doadores de elétrons 
se ligariam provavelmente ao cátion amônio, que de acordo com a série de Hofmeister 
é um cátion cosmotrópico com a tendência de estabilizar a estrutura de proteínas 
(LADISCH, 2001). 
Em relação à morfologia da molécula, é sabido através de estudos de estrutura 
de raios-X e de modelagem computacional que a HRP é principalmente helicoidal, mas 
“loops” desordenados também estão presentes (SMELLER et al., 2004). Devido à baixa 
compactação deste tipo de morfologia ocorre maior exposição da molécula ao meio, o 
que a torna mais suscetível à desnaturação. 
Para celulase, houve diferenças significativas entre os valores médios dos 
diferentes tratamentos em comparação com o controle geral. Uma perda de 
aproximadamente 43%, 57%, 60% e 61% foi verificada para as forças iônicas 5,0, 3,0, 
2,0 e 1,0 molal, respectivamente, demonstrando uma dependência inversamente 
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proporcional entre a perda de atividade e a força iônica. As diferenças entre o 
tratamento a 5,0 molal e os demais foram estatisticamente significantes, porém, os 
tratamentos a 3,0, 2,0 e 1,0 molal de força iônica não mostraram diferença estatística 
entre elas. O controle de pH teve em média, recuperação de atividade 9,0% menor do 
que o controle geral, o que não representa diferença estatística significante. Para esta 
enzima, de modo similar à enzima peroxidase, possivelmente a perda de atividade se 
deve ao sal volátil e o alto valor de pH aparentemente não teve efeito desnaturante 
sobre a mesma. Estes resultados não estão de acordo com a literatura. 
ARUNACHALAM e KELLIS (1996) mostraram que a EGIII do complexo enzimático de 
T. reesei teve sua estabilidade muito reduzida a valores de pH alcalino. Estes autores 
não analisaram o desnovelamento da molécula em valores de pH acima de 9,5, mas 
conjeturaram que em pH alcalino, o decréscimo na estabilidade conformacional é 
resultado de uma desprotonação da histidina 108 que resulta na desestabilização do 
estado nativo pela criação de uma pequena diferença na exposição ao solvente entre 
os estados nativo e desnovelado. Uma relação entre a estabilidade enzimática e a 
titulação dos grupos sobre a enzima celulase proveniente de Penicillium notatum foi 
realizada por PETTERSSON e ANDERSON (1968). Eles mostraram que a valores de 
pH acima de 9,5, essa enzima pode apresentar desnovelamento de sua estrutura. 
Deve-se levar em conta, que as celulases constituem um complexo enzimático 
caracterizado por elevada sinergia, ou seja, as enzimas do complexo celulásico juntas 
apresentam um rendimento melhor do que a soma dos rendimentos individuais (LYND 
et al., 2002). Sendo assim, a desnaturação de uma das enzimas do complexo leva à 
perda de atividade como um todo, já que o ensaio de atividade utilizado neste trabalho 
avalia a atividade sinérgica total do complexo. Outra característica deste complexo de 
T. reesei é que a maioria das celulases são constituídas estruturalmente por dois 
"domínios" que funcionam independentemente: um "domínio" catalítico e um "domínio" 
de ligação à celulose (“cellulose binding domain”, CBD), os quais estão ligados entre si 
por um polipeptídio ligante. As celulases representam, assim, um tipo de enzima em 
que é requerida a presença de dois "domínios", um catalítico e outro de ligação ao 
substrato sólido, para exercer toda a sua atividade (TEERI et al., 1990). 
             RESULTADOS E DISCUSSÕES 
 
 56 
Considerando que todas as enzimas avaliadas estavam nas mesmas condições 
(4,0ºC por 60 min) e que os agentes tamponantes não são agentes desnaturantes (eles 
são usados como agentes tamponantes em protocolos de atividade), a perda de 
atividade da celulase poderia ser atribuída à força iônica da solução de sal ou à 
natureza do ânion carbamato, enquanto a perda de atividade da peroxidase poderia ser 
atribuída a estes fatores e também ao processo de liofilização. O processo de 
liofilização compreende uma seqüência de etapas de congelamento, sublimação da 
água e dissolução, todas as quais são passíveis de causar desnaturação de proteínas 
em alguns casos, principalmente a baixas concentrações (menor que 0,1 mg/mL), 
podendo esta desnaturação ser ou não reversível. A reversibilidade de desnaturação 
para a enzima lisozima após ser liofilizada é mencionada no trabalho de KENDRICK et 
al. (1996). Outro exemplo de mudança reversível na estrutura secundária de proteínas 
após liofilização ocorreu com lipase proveniente de Humicola lanuginosa 
(KREILGAARD et al., 1999). Verificar cada um dos passos do processo de liofilização 
como fonte da desnaturação está fora do foco deste trabalho, mas experimentos 
posteriores foram conduzidos para tentar elucidar o papel dos íons e da força iônica na 
desnaturação da celulase e peroxidase.  
 
 
4.3. Efeito dos sais convencionais na estabilidade da celulase e peroxidase 
Com o objetivo de entender o papel dos íons na desnaturação da celulase e 
peroxidase, experimentos similares foram feitos com os sais sulfato de amônio e sulfato 
de sódio. O primeiro é o sal mais comumente utilizado em “salting-out”, tem o mesmo 
cátion monovalente do carbamato de amônio e solução de pH ácido (5,30). O último 
tem o mesmo ânion divalente do sulfato de amônio e um pH da solução básico (10,10). 
Os tratamentos realizados com ambos os sais não alterou a atividade das enzimas 
(Tabela 4.2). Para todas as concentrações de sal, as atividades específicas da celulase 
e peroxidase foram as mesmas do controle geral relacionado. Assim, uma comparação 
entre os dados das Tabelas 4.1 e 4.2 leva à conclusão que o carbamato de amônio é a 
razão da perda de atividade específica destas enzimas. 
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Comparando-se os sais convencionais com o sal volátil carbamato de amônio, 
pode-se inferir que os cátions amônio e sódio e o ânion sulfato estão entre os íons mais 
efetivos em precipitação de proteínas de acordo com a série de Hofmeister, sendo íons 
cosmotrópicos, com a tendência de estabilizar a estrutura de proteínas enquanto o 
ânion carbamato não está classificado nesta série (LADISCH, 2001). De acordo com 
RETAILLEAU et al. (2002), os grandes ânions monovalentes (como carbamato) são 
menos hidratados do que os ânions divalentes (como sulfato) porque os primeiros têm 
uma baixa densidade de carga, aumentam a mobilidade das moléculas de água ao 
redor (sendo por isso chamados íons caotrópicos) e, consequentemente, adsorvem 
preferencialmente em superfícies apolares, com tendência de desnaturar proteínas. 
Além das possíveis causas para a desnaturação da celulase e peroxidase já 
citadas na seção 4.1, pode ter ocorrido a adsorção do ânion carbamato monovalente 
sobre resíduos de aminoácidos essenciais na reação e estabilidade enzimática,  
 
Tabela 4.2: Atividades específicas (valor médio ± desvio padrão) da celulase e 
peroxidase a 4º C por 60 min. Concentrações iniciais da peroxidase e celulase eram 
2,00 mg/mL e 1,50 mg/mL, respectivamente.  
Atividade específica(U/mg) 
Força iônica (molal) Enzima Sal em 
solução Controle geral 
5,0 3,0 1,0 
Celulasea 
2,23 ± 0,074 
(100%) 
2,34± 0,154 
(105 %) 
2,34± 0,174 
(105%) 
2,32± 0,244 
(104%) 
Peroxidase 
Sulfato de 
amônio 
(pH 5,3) 22,0 ± 0,74 
(100%) 
21,9 ± 1,24 
(99%) 
22,0± 1,04 
(100%) 
22,4± 3,44 
(102%) 
Celulase a 
3,00 ± 0,144 
(100%) * 
2,87 ± 0,434 
(95%) 
3,08 ± 0,514 
(102%) 
Peroxidase 
Sulfato de 
sódio 
(pH 10,1) 22,6± 2,74 (100%) 
22,0± 2,24 
(97%) 
22,4 ± 2,54 
(99%) 
22,7 ± 3,44 
(100%) 
Subscritos indicam o número de replicatas.  
* Valor não determinado devido à precipitação da enzima. 
a Atividade específica da celulase é dada em FPU/mg. 
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enquanto que os ânions divalentes dos sais convencionais foram mais fortemente 
hidratados e não adsorveram sobre as proteínas. Apesar dos baixos valores de pI das 
enzimas celulase e peroxidase (4,2 - 6,1 e 7,2, respectivamente) e o alto pH das 
soluções de carbamato de amônio, esta adsorção poderia acontecer devido à alta 
concentração do carbamato de amônio e à existência de grupos carregados 
positivamente sobre a superfície da molécula (embora as enzimas tenham carga líquida 
negativa nestas condições).  
Por outro lado, é difícil que uma macromolécula, com carga líquida bastante 
negativa, adsorva ainda mais cargas negativas. Assim, há a possibilidade de que a 
desnaturação destas moléculas tenha ocorrido devido à sua carga líquida bastante 
negativa em conjunto com o possível caráter caotrópico do sal carbamato de amônio. 
Segundo FONSECA et al. (2006), o equilíbrio de estabilização de proteínas em 
soluções aquosas é diferente do equilíbrio em soluções aquosas de sais caotrópicos, 
sendo que neste último caso, prevalece o estado desnaturado em relação ao estado 
nativo da proteína devido à diminuição da energia livre do estado desnaturado em 
virtude da maior hidratação da proteína (que está menos compactada), que favorece o 
aumento significativo da solubilidade. Sabe-se que a molécula protéica tem várias 
cargas líquidas distribuídas, que se repelem. Nas condições experimentais deste 
trabalho, com exceção da lisozima, as enzimas estão com carga líquida negativa 
acentuada, o que aumenta a repulsão entre elas. Na presença do sal caotrópico em alta 
concentração, a camada de água de hidratação, que geralmente estabiliza as cargas 
iônicas do sal diminuiria, e a molécula protéica ficaria sem o contrabalanço de uma 
camada estabilizadora de água, podendo fazer com que houvesse repulsão suficiente 
para alterar a conformação da proteína. 
 
 
4.4. Efeito de diferentes íons e do processo de liofilização na estabilidade da 
peroxidase  
Com o intuito de investigar o efeito do processo de liofilização sobre a atividade 
da peroxidase nos experimentos da seção 4.2, experimentos similares foram feitos com 
o processo de dessalinização realizado por cromatografia de filtração em gel. Além do 
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tampão fosfato de potássio pH 6,0 (tampão do protocolo de atividade), foram utilizados 
como controles de pH o tampão fosfato de potássio e o tampão carbonato-bicarbonato 
de sódio, ambos a pH 10,2 (Tabela 4.3). Assim, os efeitos dos ânions carbonato e 
bicarbonato sobre a atividade desta enzima puderam ser verificados através da 
comparação destes resultados com os resultados das seções 4.1 e 4.2. 
 
Tabela 4.3: Atividades específicas (valor médio ± desvio padrão) da peroxidase após 
contato de 60 min a 4ºC com diferentes tampões. Concentração inicial da peroxidase 
igual a 2,00 mg/mL. Concentração de todos os tampões igual a 100 mmol/L. 
 
Agente tamponante utilizado Atividade específica (U/mg) [%] 
 
Fosfato de potássio pH 6,0 25,30 ± 2,846 [100%] 
 
Fosfato de potássio pH 10,2 23,66 ± 1,936 [94%] 
 
Carbonato-bicarbonato de sódio pH 10,2 23,80 ± 3,496 [94%] 
Subscritos indicam o número de replicatas.  
[  ]: Valores entre colchetes se referem à porcentagem relativa, onde a referência (100%) é o 
tratamento da enzima em tampão de atividade. 
 
Ambos os tampões a pH 10,2 apresentaram redução de 6% na atividade 
específica em relação ao tratamento em tampão de atividade a pH 6,0, porém estas 
diferenças não são significantes, comprovando que a redução de 17% na atividade 
específica do tratamento controle de pH da Tabela 4.1 foi provavelmente causada 
somente pelo processo de liofilização sem influência do alto valor de pH. Os íons do 
tampão carbonato-bicarbonato de sódio também não ocasionaram a desnaturação 
desta enzima. Como mencionado anteriormente, o cátion sódio apresenta natureza 
cosmotrópica e está entre os mais efetivos íons na indução da precipitação por “salting-
out”. O carbonato e o bicarbonato não estão classificados na série de Holfmeister, 
contudo, GÖRGÉNYI et al. (2006), realizam um estudo no qual eles avaliaram o efeito 
“salting-out” de diferentes cátions e ânions em não eletrólitos, e, dentre os ânions 
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avaliados, o único com efeito “salting-in” foi o nitrato enquanto que os demais induziram 
o “salting-out” dos não eletrólitos analisados. Neste estudo, o ânion bicarbonato foi o 
que apresentou menor valor da constante de Setschenow (Ks entre 0.090 ± 0.008) e o 
carbonato o ânion com maior valor desta constante (0.210 ± 0.035), sendo ambos, 
ânions que induziram o “salting-out” dos não eletrólitos. 
Levando em consideração que ânions com maior densidade de carga têm maior 
capacidade de estabilizar proteínas e comparando-se os efeitos do ânion carbamato 
nos experimentos anteriores (seção 4.1) com o efeito dos ânions carbonato e 
bicarbonato desta seção, verifica-se que a desnaturação da peroxidase nos 
experimentos anteriores se deu possivelmente devido ao ânion carbamato possuir 
menor densidade de carga que os demais ânions analisados no presente trabalho. 
Além disso, a peroxidase foi submetida a condições de forças iônicas mais elevadas 
nos ensaios anteriores, tornando ainda mais provável a desnaturação da enzima com o 
carbamato de amônio. 
 
 
4.5. Precipitação das enzimas com sal volátil 
Como forma de se tentar preservar a atividade catalítica das enzimas estudadas, 
ensaios de precipitação das mesmas foram conduzidos nas mesmas condições dos 
experimentos de avaliação do efeito de soluções de sal sobre a atividade das enzimas 
(seções 4.1 e 4.2) para efeitos de comparação. Geralmente a enzima na fase 
precipitado é menos vulnerável aos efeitos desnaturantes do sal, pois somente as 
moléculas na superfície em equilíbrio com a solução são expostas à fase líquida, 
enquanto que na fase sobrenadante todas as moléculas protéicas estão expostas à 
solução salina. A atividade enzimática foi analisada em termos de atividade específica, 
uma vez que os balanços de massa realizados mostraram perdas de massa em alguns 
ensaios. Também foram realizadas precipitações da enzima celulase com soluções de 
sal na presença de hidroxipropilmetilcelulose (HPMC), como forma de se tentar 
preservar a atividade enzimática, uma vez que a enzima fica protegida dos possíveis 
efeitos desnaturantes da solução salina por manter-se “encapsulada” no gel formado 
pelo polímero devido à afinidade existente entre este e a enzima (MIRANDA e  
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BERGLUND, 1993). Nestes ensaios (Tabela 4.4), as enzimas α-amilase e lipase não 
precipitaram e também não apresentaram redução de atividade específica a forças 
iônicas mais altas quando comparadas com os ensaios de estabilidade (Tabela 4.1), o 
que permite concluir que o sal volátil carbamato de amônio não tem efeito desnaturante 
sobre elas mesmo em altos valores de forças iônicas. 
A enzima celulase apresentou precipitação apenas para a condição de força 
iônica de 9,0 molal, na qual as reduções de atividade específica foram de 3% e 15% 
para as fases sobrenadante e precipitado, respectivamente. No entanto, estudos 
estatísticos realizados através do teste t de “Student” mostraram que as diferenças não 
são estatisticamente significativas comparando-se o tratamento nesta força iônica com 
o tratamento controle. Para a força iônica de 7,0 molal (situação onde não se detectou 
precipitação) a redução na atividade específica foi de 22%, uma diferença 
estatisticamente significativa em relação ao tratamento controle. Para o tratamento a 
5,0 molal (situação em que também não houve precipitação) não houve desnaturação.  
Para a enzima celulase precipitada na presença de solução de HPMC, houve 
formação da fase precipitado para todas as forças iônicas avaliadas, indicando que a 
presença deste polímero auxilia na precipitação. A 5,0 molal e 9,0 molal não houve 
diferença estatística entre os tratamentos com sal e o tratamento controle, evidenciando 
que a enzima não teve perda de atividade específica nessas forças iônicas para ambas 
as fases. Entretanto, a 7,0 molal a enzima apresentou redução de atividade de 32% 
para a fase sobrenadante e 24% para a fase precipitado. Este resultado não era 
esperado, pois a probabilidade de um sal ter efeito desnaturante numa proteína é 
geralmente diretamente proporcional à sua força iônica, e neste caso, se não houve 
desnaturação a 9,0 molal, o previsto é que não houvesse a 7,0 molal.  
No entanto, alguns fatores devem ser considerados para esta enzima, pois por 
se tratar de um complexo enzimático, uma dentre as enzimas pode não ter precipitado 
na totalidade que devia precipitar para manter a sinergia em relação às demais, sendo 
assim, limitadora do processo enzimático nesta fase. Consequentemente, as demais 
enzimas limitam o processo enzimático na fase sobrenadante e a atividade específica 
do complexo não equivale a atividade sinérgica total. Este possível comportamento
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pode levar a conclusões errôneas na análise dos resultados, pois as enzimas podem ter 
sido individualmente poupadas de qualquer efeito desnaturante e apresentam como 
resultado a redução da atividade específica do complexo em ambas as fases indicando 
que não houve manutenção da atividade específica para esta enzima.  
Uma outra hipótese é de ter ocorrido a desnaturação de alguma (s) das 
enzimas do complexo, o que de forma similar à hipótese anterior, limitaria o processo 
enzimático e, consequentemente, resultaria em perda de atividade específica para 
ambas as fases. Deve-se também levar em conta que a preservação da estrutura nativa 
da enzima após a precipitação com o carbamato de amônio depende de fatores 
limitantes como, por exemplo, o tempo de indução e a cinética de precipitação, ou seja, 
a decorrência de um maior intervalo de tempo entre a adição do sal e a precipitação 
pode implicar em uma maior exposição da molécula aos possíveis efeitos 
desnaturantes do sal à 7,0 molal quando comparado à força iônica de 9,0 molal.  
A enzima peroxidase precipitou nas duas condições estudadas. Por questão de 
indisponibilidade de enzima a precipitação a 5,0 molal não foi avaliada. Para ambas as 
forças iônicas avaliadas (7,0 e 9,0 molal), houve redução de aproximadamente 40% de 
atividade específica para a fase precipitado. A fase sobrenadante apresentou redução 
de atividade específica de 12% a 9,0 molal e aumento de 16% a 7,0 molal. Estes 
resultados não eram esperados, visto que as enzimas estão teoricamente mais 
“protegidas” do efeito desnaturante do sal quando estão na fase precipitado. 
No entanto, a perda de atividade específica desta enzima nos ensaios de 
precipitação não significa rigorosamente que houve desnaturação da mesma, uma vez 
que ela apresenta certos graus de impurezas em suas preparações, conforme 
verificado através dos perfis protéicos obtidos por eletroforese SDS-PAGE. Para auxiliar 
na análise dos resultados de precipitação, foram elaborados alguns esquemas deste 
fenômeno (Figura 4.2) que foram fundamentados na quantidade de bandas diferentes 
na caracterização da enzima peroxidase por eletroforese SDS-PAGE (Figura 4.1), o que 
indica que outros elementos protéicos podem ter precipitado junto com a enzima de 
interesse, alterando os resultados de atividade específica para ambas as fases. Nas 
janelas ‘a’ da Figura 4.2, frações iguais de E (enzima de interesse) e de C 
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Figura 4.2: Esquema de precipitação de E (enzimas de interesse) e de C (contaminantes) em 
três proporções diferentes. A: com ocorrência de desnaturação de E (esferas sombreadas). B: 
sem ocorrência de desnaturação de E. AER: atividade específica relativa. Subscritos: p = 
precipitado, s = sobrenadante. 
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(contaminantes) precipitam e frações iguais de E e de C permanecem no sobrenadante. 
Assim, a atividade específica de E é menor que a unidade em ambas as fases no 
esquema A e igual à unidade em ambas as fases no esquema B, como pode ser visto 
pelo valor da atividade específica relativa (AER). Nas janelas ‘b’, há uma maior 
precipitação de C e em decorrência disso, a atividade específica de E nessa fase é 
reduzida e, por conseqüência, sofre um aumento na fase sobrenadante. Se ocorrer 
desnaturação da enzima de interesse, além da maior redução da atividade específica 
na fase precipitado, o aumento da atividade na fase sobrenadante pode não ser 
percebido devido ao valor da atividade específica relativa se aproximar da unidade. Nas 
janelas ‘c’ ocorre o oposto do que ocorre nas janelas ‘b’. 
Fazendo-se uma confrontação entre os esquemas da Figura 4.2 e os resultados 
da Tabela 4.1 para a enzima peroxidase, pode-se estabelecer que possivelmente houve 
desnaturação da enzima a 9,0 molal e uma precipitação com quantidades 
proporcionalmente diferentes de enzima de interesse e de contaminantes em ambas as 
fases (Figura 4.2-A-b ou Figura 4.2-A-c). A 7,0 molal, a precipitação pode ter ocorrido 
com desnaturação (Figura 4.2-A-b) ou sem desnaturação (Figura 4.2-B-b). 
Para a lisozima não foram realizados ensaios de precipitação, porém, dados de 
precipitação desta enzima com sal carbamato de amônio foram levantados por LIMA 
(2006) e WATANABE (2007). No trabalho de LIMA (2006) as curvas de solubilidade de 
lisozima em RN/C igual a 2,0 mostraram uma diminuição da concentração de proteína na 
fase sobrenadante com o aumento da concentração de sal, evidenciando o efeito 
“salting-out” na precipitação da proteína em diferentes temperaturas, sendo que uma 
menor eficiência precipitante do sal foi sugerida de 5,0 a 15,0 °C em comparação com 
os ensaios realizados entre 20,0 e 25,0 °C. Estes autores sugerem que o 
comportamento da solubilidade em relação à temperatura esteja associado a alguma 
mudança conformacional da lisozima relacionada às concentrações salinas 
consideráveis e a possíveis efeitos desnaturantes dos eletrólitos voláteis. WATANABE 
(2007) também verificou o aumento da solubilidade da proteína com a redução da 
temperatura, ou seja, um comportamento de solubilidade retrógrada, que por enquanto 
tem razão desconhecida, porém, sabe-se que em uma solução deste sal os equilíbrios 
que se estabelecem são complexos e envolvem reações de ionização de amônia e 
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dióxido de carbono, bem como a reação simultânea destes dois componentes 
(Equações 2.7-2.10). Ainda no trabalho de WATANABE (2007), a lisozima teve sua 
atividade enzimática avaliada depois da precipitação com este sal volátil e os resultados 
mostraram a manutenção da atividade da enzima para as concentrações de sal entre 
0,02 e 0,30 g de sal/ g de solução.  
Comparando-se os resultados da Tabela 4.4 com os da Tabela 4.1, observa-se 
que houve maior estabilidade das enzimas celulase e peroxidase em contato com altas 
concentrações de sal (7,0 e 9,0 molal) em relação às forças iônicas mais baixas (Tabela 
4.4), o que não era esperado, devido a altas forças iônicas apresentarem maior efeito 
desnaturante do que forças iônicas mais baixas, porém a concentração enzimática 
utilizada para o ensaio de precipitação foi de 10 vezes e de aproximadamente 7 vezes 
maior que nos ensaios preliminares de determinação de estabilidade enzimática, para a 
celulase e peroxidase, respectivamente, o que pode ter auxiliado na prevenção da 
desnaturação das mesmas através do aumento das interações proteína-proteína que 
poderia “proteger” dos efeitos desnaturantes do sal aminoácidos ou regiões importantes 
para a atividade catalítica.  
É importante levar em consideração que apesar do sal volátil ter efeito 
desnaturante sobre as enzimas celulase e peroxidase, ele se mostrou eficaz como 
agente precipitante para estas enzimas. Segundo GÖRGÉNYI et al. (2006), apesar dos 
ânions com carga dupla ter maior efeito salting-out do que ânions monovalentes, o 
efeito salting-out é mais influenciado pelo cátion do que pelo ânion e os cátions são 
pouco afetados pelos ânions. Sendo assim, é provável que o cátion amônio tenha 
promovido a precipitação das enzimas ainda que o ânion carbamato não fosse um bom 
agente precipitante. Além disso, existe uma pequena quantidade de íons carbonato em 
solução. 
 
 
4.6. Balanços de massa e atividade para as enzimas celulase e peroxidase 
Os Balanços de massa e atividade das precipitações das enzimas celulase 
(Tabelas 4.5 e 4.6) e peroxidase (Tabela 4.7) foram feitos considerando-se como 
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Tabela 4.7: Balanços de massa e de atividade da peroxidase precipitada com 
carbamato de amônio a 4,0ºC. Concentração inicial da enzima: 15,30 mg/mL. 
Concentração 
de sal  
Fase Sobrenadante Fase Precipitado Recuperação 
Total 
(mol/kg) AT* U 
Massa 
(mg) 
AE 
(U/mg) 
AT* 
U 
Massa 
(mg) 
AE 
(U/mg) 
AT* 
U 
Massa 
(mg) 
0,0 
107,602 
(100%) 
4,562 
(100%) 
23,702 
(100%) ppt
-1
 ppt-1 ppt-1 
107,602 
(100%) 
4,562 
(100%) 
7,0 
110,982 
(103%) 
4,022  
(88%) 
27,542 
(116%) 
19,302 
(18%) 
1,352 
(30%) 
14,302 
(60%) 
130,282 
(121%) 
5,372 
(118%) 
9,0 
49,602 
(92%) 
2,402 
(105%) 
20,79 2 
(88%) 
6,302 
(12%) 
0,452 
(20%) 
13,792 
(58%) 
55,912 
(104%) 
2,852 
(125%) 
Subscritos indicam o número de replicatas.  
ppt-1: não houve formação de precipitado. 
*AT: atividade. 
 
valores de referência as massas e atividades totais obtidas por um ensaio controle (feito 
em 6 replicatas) que constituiu de um ensaio de cromatografia na coluna de 
dessalinização (usada para dessalinizar precipitados dissolvidos e sobrenadantes dos 
ensaios de precipitação) de uma solução de enzima. Há perdas de massa de enzima 
devido ao “corte” do pico dessalinizado. Assim, a passagem de solução enzimática 
(controle) pela coluna nos deu a referência para se realizar balanços de massa e 
atividade. 
As porcentagens de recuperações de atividade para a celulase após 
precipitação com sal volátil nas forças iônicas avaliadas são próximas das recuperações 
de massa tanto na ausência quanto na presença de solução de HPMC, indicando que 
não houve desnaturação da enzima, com exceção da força iônica de 7,0 molal, onde 
houve maior recuperação de massa do que de atividade e portanto, perda de atividade 
específica tanto para o tratamento sem HPMC quanto para ambas as fases do 
tratamento com HPMC e também nos resultados de recuperação total, o que leva à 
conclusão de que houve desnaturação da enzima nesta força iônica. 
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Para a peroxidase, as porcentagens de recuperações de massa e de atividade 
são diferentes entre si analisando-se as fases sobrenadante e precipitado dos 
tratamentos salinos individualmente. A 7,0 molal, a recuperação de atividade foi maior 
que a recuperação de massa na fase sobrenadante, refletindo na atividade específica 
de 116% (maior que do tratamento controle). Já na fase precipitado desta mesma força 
iônica, ocorreu o inverso, resultando na perda de 40% de atividade específica. Porém, o 
resultado de recuperação total de massa e de atividade apresenta valores 
estatisticamente iguais, ou seja, provavelmente não houve desnaturação da enzima 
nesta força iônca. Para a força iônica de 9,0 molal houve maior perda de atividade do 
que de massa em ambas as fases. A recuperação total também mostrou maior 
recuperação de massa do que de atividade. Assim, a peroxidase provavelmente 
desnaturou nesta força iônica. Para que se alcançasse a força iônica desejada, a 
quantidade de enzima adicionada nos tratamentos a 9,0 molal foi equivalente à metade 
de enzima dos outros tratamentos. Essa redução de concentração enzimática pode ter 
assistido a intensificação do efeito desnaturante do sal sobre a enzima. 
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CAPÍTULO 5 - CONCLUSÕES E SUGESTÕES PARA TRABALHOS 
FUTUROS 
 
 
 
 
5.1. Conclusões 
A principal conclusão deste trabalho é de que o papel do sal volátil carbamato 
de amônio na desnaturação em processos de precipitação de proteínas não pode ser 
explicado por um único mecanismo. Geralmente, sais de caráter cosmotrópico induzem 
a precipitação de proteínas e as previne de desnaturação, enquanto que, sais 
caotrópicos têm efeitos desnaturantes e não são bons agentes precipitantes. Porém, no 
presente trabalho, verificou-se que as enzimas celulase e peroxidase, que mostraram 
perda de atividade nos ensaios de estabilidade e nos ensaios de precipitação, foram as 
únicas que precipitaram, diferentemente da α-amilase e lipase que não precipitaram e 
não desnaturaram. Assim, dependendo da enzima, a precipitação e manutenção da 
atividade não estão diretamente associadas e o sal pode agir de diferentes formas.  
A celulase e peroxidase não tiveram perda de atividade nos ensaios de 
estabilidade com sais convencionais. Assim, para estas enzimas, o carbamato de 
amônio teve efeito desnaturante, já que em ensaios similares com este sal, as mesmas 
apresentaram redução de atividade específica. Indícios de efeitos desnaturantes do 
carbamato de amônio haviam sido observados por WATANABE et al. (2006) para a 
tripsina suína e por LIMA (2006) para a lisozima e insulina bovina. No presente trabalho, 
com base na comparação entre os resultados dos ensaios de estabilidade com 
carbamato de amônio e sais convencionais, tornou-se remota a possibilidade das 
desnaturações enzimáticas terem ocorrido em virtude dos altos valores de pH,  
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concluindo-se que o sal tem efeitos desnaturantes devido à sua própria natureza, 
sugerindo-se que a interação entre seu ânion carbamato e resíduos específicos de 
aminoácidos das enzimas pode levar à desnaturação das mesmas enquanto que o 
ânion sulfato dos sais convencionais leva à estabilização das enzimas devido à sua 
natureza cosmotrópica. Para as enzimas α-amilase, lisozima e lipase não houve perda 
de atividade em soluções deste sal volátil, tanto nos ensaios de estabilidade quanto nos 
de precipitação. Além disso, este sal não se mostrou eficiente na indução da 
precipitação destas enzimas nas forças iônicas entre 5,0 e 9,0 molal para as 
concentrações enzimáticas estudadas.  
Uma outra conclusão deste trabalho é que a adição de HPMC induziu a 
precipitação da celulase a 5,0, 7,0 e 9,0 molal de carbamato de amônio, enquanto que a 
mesma precipitou somente a 9,0 molal sem a presença deste polímero. Em relação ao 
uso do HPMC para a manutenção da atividade desta enzima obteve-se êxito para as 
forças iônicas de 5,0 e 9,0 molal, enquanto que a 7,0 molal a celulase apresentou perda 
de atividade. Este mesmo comportamento também foi verificado para esta enzima sem 
a presença de HPMC e ainda não foi elucidado. 
Deve-se enfatizar que nos ensaios de precipitação, as reduções de atividade 
não necessariamente representam desnaturação das enzimas, visto que a peroxidase 
contém muitas impurezas em solução e que a celulase se trata de um complexo 
enzimático. Assim, para ajudar a entender o que ocorreu nestes ensaios, são 
necessárias determinações da estrutura das enzimas através de técnicas como 
espectroscopia de dicroísmo circular, por exemplo, para investigar se houve ou não 
alteração destas moléculas por conseqüência do contato das mesmas com o carbamato 
de amônio nestes ensaios. 
 
 
5.2. Sugestões para trabalhos futuros 
Sugere-se a partir dos resultados apresentados nesta dissertação: 
a) Dar continuidade aos estudos de atividade biológica de outras enzimas e 
proteínas com variadas características físico-químicas (diferentes valores de 
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hidrofobicidade, massa molecular, ponto isoelétrico, etc.) em contato com sais voláteis 
de forma que se possa encontrar características em comum entre as mesmas que 
ajude na elaboração de uma modelagem sobre o efeito do sal volátil na estabilidade e 
no “salting-out” de diferentes enzimas. 
b) Estudar maneiras de se evitar a desnaturação das enzimas ou de torná-la 
reversível durante o processo de precipitação com uso de sais voláteis. Para isso, 
podem ser usadas concentrações mais altas de soluções enzimáticas para potencializar 
a agregação das enzimas e proteger o microambiente evitando a desnaturação da 
enzima pelo contato entre as soluções enzimáticas e de sal.  
c) Pode-se também otimizar a remoção do sal volátil com enfoque na 
simplificação do processo e manutenção da atividade enzimática através do uso de 
colunas de filtração em gel ou adicionando-se aditivos lio e crioprotetores durante a 
liofilização. 
d) Realizar estudos estruturais das enzimas antes e após as precipitações com 
sais voláteis, como forma de se tentar elucidar os efeitos dos mesmos na estrutura 
molecular destas enzimas, bem como de outras enzimas ou proteínas precipitadas com 
sais voláteis. Estes estudos podem ser realizados através da técnica de dicroísmo 
circular (CD), juntamente a outras técnicas (estudos com fluorescência, espalhamento 
de luz dinâmico (DLS), calorimetria diferencial de varredura (DSC), dentre outros). 
e) Verificar a atividade específica de enzimas em função do tempo como forma 
de se determinar se pode ter havido desnaturação reversível com o tempo, o que pode 
acontecer com algumas enzimas, como por exemplo, a peroxidase. 
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APÊNDICE 1  
 
 
 
Neste Apêndice 1 têm-se os resultados dos ensaios preliminares, que 
consistiram na obtenção da curva padrão do método de dosagem de proteína por 
BRADFORD (1976) e a obtenção de coeficientes de absorção para a determinação das 
concentrações de proteínas por absorbância a 280 nm, além das curvas padrão 
necessárias para as determinações de atividade das enzimas. Estes ensaios foram 
realizados no mínimo em duplicata, sendo que para as curvas de absorção das enzimas 
celulase e lípase e para a curva padrão de açúcar para a celulase os pontos foram 
obtidos em quadruplicata. 
 
 
A1.1. Determinação da concentração de proteína 
A1.1.1. Método de Bradford 
Para a determinação da concentração de proteína através do método de 
BRADFORD (1976) incubou-se 100 µL de amostra com 1000 µL de reagente de 
BRADFORD, a base do corante Coomassie blue BG-250 (Figura A1.1) por 5 min a 
temperatura ambiente. Após o tempo reacional, a absorbância da mistura foi 
determinada a 595 nm e correlacionada com uma curva padrão obtida utilizando-se 
albumina de soro bovino como padrão que correlaciona valores de absorbância ao 
conteúdo protéico total (Figura A1.2). Este método é baseado em uma mudança do 
comprimento de onda de máxima absorção de cor (de 465 para 595 nm) decorrente da 
interação entre o corante BG-250 e macromoléculas de proteínas que contém 
aminoácidos de cadeias laterais básicas ou aromáticas.  
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Figura A1.1: Estrutura do corante Coomassie blue BG-250 (CASTRO, 2006). 
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Figura A1.2: Curva padrão para dosagem de proteínas segundo BRADFORD (1976) 
usando solução de BSA em água como referência.  
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A1.1.2. Método de A280 nm 
Para a determinação da concentração de proteína através da medida de 
absorbância a 280 nm foram previamente obtidas as curvas padrão para a 
determinação dos coeficientes de absorção específico para as enzimas estudadas 
(Figuras A1.3 - A1.7) que correlaciona a concentração de cada enzima com os valores 
de absorbância a 280 nm. Embora os ensaios de atividade, estabilidade e precipitação 
posteriores tenham sido realizados em diferentes temperaturas, as medidas da 
concentração bem como as curvas padrão para a determinação dos coeficientes de 
absorção das enzimas foram realizadas a 25,0ºC. 
y = 6,1007x
R2 = 0,9998
0,00
0,50
1,00
1,50
2,00
0,00 0,10 0,20 0,30
Concentração de proteína (mg/mL)
Ab
so
rb
ân
ci
a
 
(28
0 
n
m
)
 
Figura A1.3: Curva de absorção a 280 nm de solução de α-amilase em tampão fosfato 
de sódio 20,0 mmol/L com 6,7 mmol/L de cloreto de sódio pH 6,90. 
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Figura A1.4: Curva de absorção a 280 nm de solução de lisozima em tampão fosfato de 
potássio 66,0 mmol/L pH 6,24. 
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Figura A1.5: Curva de absorção a 280 nm da solução de celulase em tampão citrato 50 
mmol/L pH 4,80. 
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Figura A1.6: Curva de absorção a 280 nm da solução de peroxidase em tampão fosfato 
de potássio 100 mmol/L pH 6,0. 
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Figura A1.7: Curva de absorção a 280 nm da solução de lipase em tampão fosfato de 
sódio 100 mmol/L pH 7,0. 
               APÊNDICE 1 
 94 
A1.2. Curvas padrão para determinação de açúcar e de ácido oléico 
Para a determinação da concentração de açúcares liberados durante as 
reações de hidrólise pelas enzimas α-amilase e celulase, foram obtidas curvas padrão 
que relacionam a concentração de açúcar com a absorbância a 540 nm. A diferença 
entre o coeficiente angular dessas curvas (Figuras A1.8 e A1.9) deve-se ao uso de 
reagentes DNS formulados a partir de diferentes métodos: SUMNER (1921) e MILLER 
(1959), respectivamente. 
Para a determinação da concentração de ácido oléico liberado pela lipase foi 
obtida uma curva padrão que relaciona o volume de solução de KOH 50 mmol/L 
necessário para neutralizar o ácido oléico produzido no ensaio (Figura A1.10). 
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Figura A1.8: Curva padrão de açúcar redutor em termos de glicose para ensaios de 
atividade de α-amilase, conforme método de SUMNER (1921) 
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Figura A1.9: Curva padrão de açúcar redutor em termos de glicose para ensaios de 
atividade de celulase, conforme método de MILLER (1959). 
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Figura A1.10: Curva padrão de concentração de ácido oléico relacionada com o volume 
de solução de KOH 50 mmol/L necessária para sua neutralização. 
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Verificação da influência dos sais carbamato de amônio e sulfato de amônio na 
determinação da concentração de α-amilase 
Neste apêndice 2 têm-se os resultados dos ensaios preliminares de verificação 
da influência do sal volátil carbamato de amônio e do sal convencional sulfato de 
amônio na determinação da concentração de α-amilase através de medidas de 
absorbância a 280 nm. 
Foram feitas análises dos efeitos dos sais sulfato de amônio e carbamato de 
amônio nas medidas de absorbância a 280 nm para determinação da concentração da 
enzima α-amilase, de forma que se pudesse corrigir os valores de absorbância 
encontrados para as soluções a diferentes concentrações de sal volátil, utilizando-se 
sempre como “branco” a solução na qual as amostras protéicas se encontravam 
originalmente em solução (tampão fosfato de sódio 20,0 mmol/L com 6,7 mmol/L de 
cloreto de sódio pH 6,90). Embora seja bem documentado que sais só apresentam 
influência no coeficiente de absorção de proteínas a concentrações extremas, 
usualmente acima de 30%, optou-se por realizar tais estudos devido ao fato do sal 
volátil ser um agente de “salting-out” e, portanto, passível de interagir ou mesmo 
modificar a estrutura tridimensional de proteínas, o que poderia acarretar em uma 
modificação do coeficiente de absorção. Para o sulfato de amônio, pode-se observar 
uma grande influência deste sal nas medidas de absorbância para concentrações 
salinas acima de 2,0 molal (Figura A2.1). A partir destes resultados, decidiu-se realizar 
um estudo mais detalhado desta influência, varrendo-se as concentrações de sal entre 
0,0 e 2,0 molal para diferentes concentrações da enzima. Para cada concentração de 
sal foi obtida uma equação de reta da concentração de enzima em função da 
absorbância (Tabela A2.1). Através destes dados, pode-se traçar uma linha de 
tendência para a variação do coeficiente de absorção linear a 280 nm com a  
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Figura A2.1: Curva de absorbância a 280 nm em função da concentração de sal sulfato 
de amônio. Concentração de α-amilase = 0,04 mg/mL. 
 
 
Tabela A2.1: Efeito do sal sulfato de amônio nos parâmetros das curvas padrão de α-
amilase. 
Concentração de sal 
(mol/L) a (cm
2
·mg-1) R2 
0,00 6,1125 1,0000 
0,25 6,1312 0,9999 
0,50 6,2383 0,9998 
0,75 6,3171 0,9999 
1,00 6,2893 0,9998 
1,25 6,3251 0,9998 
1,50 6,3938 0,9997 
1,75 6,4893 0,9994 
2,00 6,6050 0,9994 
a – coeficiente angular da reta que relaciona a concentração de enzima com a absorbância a 
280 nm. 
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concentração de sal válida para concentrações de sulfato de amônio de 0,0 a 2,0 molal 
e para três diferentes concentrações de enzima na faixa entre 0,04 a 0,33 mg/mL. Este 
conjunto de dados aponta para um comportamento quase linear do coeficiente de 
absorção em relação à concentração molar de sulfato de amônio (Figura A2.2). 
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Figura A2.2: Influência da concentração de sulfato de amônio no coeficiente de 
absorção a 280 nm para soluções de α-amilase de concentração 0,04 mg/mL em 
tampão fosfato de sódio a pH 6,9.. 
Após o estudo da influência do sal convencional sulfato de amônio sobre a 
determinação da concentração enzimática, também foi feita a mesma análise para o sal 
volátil carbamato de amônio entre as concentrações de 0,0 a 7,0 molal para a 
concentração enzimática de α-amilase de 0,04 mg/mL. Pode-se observar na Figura 
A2.3 uma grande influência deste sal nas medidas de absorbância a 280 nm para a 
enzima α-amilase para todas as concentrações de sal estudadas, sendo que, para o 
gráfico a, o aumento de absorbância se deu mais significativamente para concentrações 
acima de 2,0 molal tendo seu valor máximo na concentração de 6,0 molal, que 
corresponde a um aumento de cerca de 60% no valor da absorbância. Assim, optou-se  
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Figura A2.3: Absorbância a 280 nm de soluções de α-amilase 0,04 mg de proteína/mL 
em função da concentração de carbamato de amônio. 
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por analisar a influência de concentrações menores deste sal na absorbância devido à 
possibilidade de diluição das amostras (durante os ensaios) antes das mesmas terem 
suas absorbâncias medidas. Porém, de forma similar, os valores de absorbância são 
bastante elevados para concentrações de sal até 2,0 molal e 0,25 molal chegando a 
valores até 35% e 25% maiores que o valor sem sal, respectivamente (gráficos b e c).  
Portanto, devido à grande influência deste sal na determinação da 
concentração de α-amilase por medidas de absorbância, optou-se por fazer a remoção 
do sal através de liofilização para o caso do sal volátil e com uso de colunas de filtração 
em gel para os experimentos com sais convencionais e alguns experimentos com sal 
volátil. 
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Determinação das faixas de variáveis-respostas na determinação de atividades 
enzimáticas  
A determinação dos valores das variáveis respostas que limitam a faixa 
confiável na qual a atividade específica apresenta valores constantes foi feita para cada 
uma das enzimas estudadas. Estas variáveis respostas foram as determinações de: 
valores de absorbância relacionadas com a formação de produto, as taxas de consumo 
de substrato ou formação de produto ou o volume de reagente necessário para 
neutralizar um produto formado por uma enzima específica. 
 
A3.1. α-Amilase 
Para a obtenção da variável resposta ‘absorbância a 540 nm’ que está 
relacionada com a quantidade de açúcar produzida pela enzima através da curva 
padrão de DNS, determinou-se a atividade específica da α-amilase (U/mg) que, 
independente da concentração da proteína, deve possuir valor constante. Os ensaios 
foram realizados em duplicata com alguns pontos em quadruplicata. A estimativa do 
erro experimental médio foi de 57,3 calculado conforme Equação A4.5 do Apêndice 4. 
Através da análise da curva de atividade em função da diluição de solução protéica de 
concentração 4,0 mg/mL (Figura A3.1) observou-se que a atividade específica da α-
amilase se torna praticamente constante a 781,1 U/mg (média de 2 ensaios realizados 
em duplicata e em dias diferentes), com um desvio padrão de 7,7%, na faixa de diluição 
entre 3000 e 6000, correspondentes à absorbância a 540nm
 
de 0,27 e 0,10, 
respectivamente. Desta maneira, a concentração de α-amilase escolhida para os 
ensaios de atividade deste trabalho foi de 0,01 mg/mL, correspondente à diluição de 
4000 vezes da solução estoque. 
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Figura A3.1: Atividade específica da α-amilase em tampão fosfato de sódio 20 mmol/L 
pH 6,9 a 20°C em função da diluição da solução estoque de 4,00 mg de proteína/mL. 
 
 
A3.2. Lisozima 
Para a lisozima, determinou-se como variável resposta a ‘variação da 
absorbância a 450 nm em 5 min’ para diferentes valores de concentração da enzima. 
Esta variável resposta reflete a taxa de reação de degradação do substrato Micrococcus 
lysodeitikus cujo valor é usado para o cálculo de atividade específica da lisozima (U/mg) 
a partir da Equação 3.2. Os ensaios foram realizados em duplicata e a estimativa do 
erro experimental médio foi de 835 calculado conforme Equação A4.5 do Apêndice 4. 
Os valores de atividade específica se tornam praticamente constantes (Figura A3.2) a 
partir de aproximadamente 20000 U/mg (média de 2 ensaios realizados em duplicata e 
em dias diferentes), para a faixa de inclinação que vai de 0,02 a 0,16 unidades de 
adsorção a 450 nm por minuto, correspondente à concentração de enzima entre 0,02 a 
0,08 mg/mL. Desta maneira, a concentração de lisozima escolhida para os ensaios de 
atividade deste trabalho, foi de 0,05 mg/mL. 
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Figura A3.2: Determinação da variável resposta taxa de consumo de substrato dada em 
termos de (∆A450/∆t) e sua relação com a atividade específica da lisozima em tampão 
fosfato de potássio 60 mmol/L pH 6,24 a 25°C. 
 
A3.3. Celulase  
Para a celulase, a variável resposta utilizada foi a ‘absorbância a 540 nm’ que 
está relacionada com a quantidade de açúcar formado a partir da hidrólise da celulose. 
Conforme o método de GHOSE (1987), a atividade da enzima (em unidade FPU/mL) é 
o valor da concentração de celulase que libera 2 mg de glicose através do consumo da 
celulose, dividida pela constante 0,37, determinada com base no Sistema Internacional 
de Medidas (S.I.). Para a determinação da concentração de celulase responsável pela 
produção dessa quantidade de açúcar redutor, construiu-se um gráfico de concentração 
de glicose liberada em função do logaritmo da concentração de enzima (Figura A3.3). 
Devido à dificuldade de determinação de um único valor para a concentração de 
celulase que libera exatamente 2,0 mg de glicose por 0,5 mL de enzima, determina-se 
no mínimo, dois valores de concentração enzimática correspondentes a formação de 
um valor acima e outro valor abaixo da concentração de glicose de 2,0 mg/ 0,5 mL.  
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Na Figura A3.3 têm-se seis pontos, cada um correspondente a uma 
concentração diferente de celulase, dos quais um deles está acima e cinco estão abaixo 
da concentração de glicose a ser alcançada para realização dos cálculos. Os ensaios 
foram realizados em duplicata e a estimativa do erro experimental médio foi de 0,14 
calculado conforme Equação A4.5 do Apêndice 4. Através da Equação 3.3, determinou-
se a concentração de enzima de 0,0047 mg/mL, correspondente a liberação de 2,0 mg/ 
0,5 mL que corresponde à atividade de 78,61 FPU/mL. Essa concentração de enzima 
corresponde ao fator de diluição próximo de 200 vezes (média de 2 ensaios realizados 
em duplicata e em dias diferentes). Através dessa informação, pode-se padronizar o 
ensaio de atividade da celulase, fazendo-se as diluições de 150 e 300 vezes da solução 
enzimática estoque para determinação da reta utilizada para o cálculo de atividade. 
Para as diluições de 150 e 300, o valor da variável-resposta absorbância a 540 nm deve 
estar entre 0,3 e 0,6.  
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Figura A3.3: Relação entre a concentração de glicose liberada pela celulase e a 
concentração protéica da preparação de celulase utilizada no ensaio. 
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A3.4. Peroxidase  
A variável resposta utilizada para a peroxidase foi a diferença entre os valores 
de ‘absorbâncias a 420 nm’ medidas entre o tempo inicial e após 20 s de reação. As 
diferenças entre esses valores encontrou-se na faixa entre 0,05 e 0,20 ( Figura A3.4). 
Conforme proposto por CHANCE e MAEHLY (1955), essa faixa deve encontrar-se no 
intervalo entre 0,16 e 0,28. A inclinação de aproximadamente 0,20 era equivalente às 
concentrações de enzima de 0,020 e 0,028 mg/mL. Nesse trabalho, deu-se preferência 
em utilizar-se a concentração de 0,020 mg/mL, que está no intervalo entre 0,005 e 
0,030 mg/mL, no qual a atividade específica se mantém relativamente constante. Nos 
ensaios de atividade realizados, o valor de atividade calculado para a concentração de 
enzima de 0,020 mg/mL foi em média 24,11 U/mg. Os ensaios foram realizados em 
duplicata com alguns pontos em quadruplicata. A estimativa do erro experimental médio 
foi de 2,0 calculado conforme Equação A4.5 do Apêndice 4. 
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Figura A3.4: Atividade específica da enzima peroxidase em função da diferença de 
absorbância (∆A 420nm) entre o tempo inicial e o tempo de 20 s. 
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A3.5. Lipase 
Para a lipase, a variável resposta utilizada no ensaio de atividade da enzima foi 
o ‘volume de KOH 50 mmol/L’ necessário para neutralização do ácido oléico que é 
produto da reação enzimática catalisada pela mesma. Para isto, procedeu-se à 
determinação dos volumes de solução de KOH utilizados para titular o meio reacional 
em função da concentração enzimática. A seguir, calculou-se a atividade enzimática 
para estes valores de concentração de enzima (Figura A3.5). A atividade específica da 
lipase se torna relativamente constante a aproximamente 56622,0 U/mg na faixa de 
diluição entre 4.000 e 10.000 (média de 2 ensaios realizados em duplicata e em dias 
diferentes), com um desvio padrão de aproximadamente 4,0% e a estimativa do erro 
experimental médio de 4795 foi calculado conforme Equação A4.5 do Apêndice 4.. 
Estas diluições correspondem às concentrações enzimáticas de 0,0048 e 0,0019 
mg/mL e aos volumes de solução de KOH de 11,35 e 8,15mL, respectivamente. Desta 
maneira, a concentração de lipase escolhida para os ensaios de atividade deste 
trabalho foi de 0,0038 mg/mL, correspondente à diluição de 5000. 
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Figura A3.5: Determinação da atividade específica da lipase em tampão fosfato de 
sódio 100 mmol/L pH 7,0 a 37°C em função da diluição da solução estoque de 19,00 
mg de proteína/mL. 
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APÊNDICE 4  
 
 
 
Neste apêndice 4 faz-se uma breve explanação sobre o teste estatístico 
utilizado na análise dos resultados e sobre a estimativa do erro experimental médio. 
 
Teste-t de Student para comparação entre amostras 
O teste-t de Student é um recurso estatístico cujo propósito é verificar a 
diferença ou igualdade entre duas médias de dois conjuntos de resultados, supondo 
normalidade das observações. Este teste é usado para amostras pequenas e o número 
30 é freqüentemente usado com limitador de tamanho da amostra (VOGEL, 1989).  
Para a aplicação desse teste, verifica-se se as variâncias dos dois grupos 
podem ser iguais ou diferentes, havendo alternativas de teste para as duas situações 
(Figura A4.1).  
 
Figura A4.1: Algoritmo de realização do teste estatístico. z: teste de distribuição normal 
t: teste t de Student.  
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Nesse trabalho, comparamos as médias de duas distribuições normais, 
supondo que se trata de populações com médias possivelmente diferentes (amostras 
de proteínas sem e com sal em sua composição). Há interesse em verificar se o contato 
com o sal contribuiu para a desnaturação da proteína, ou seja, se a média de atividade 
depois do tratamento é menor do que a média de atividade antes do tratamento. Para 
isso, as variáveis diretamente relacionadas à estabilidade foram comparadas pelo teste-
t independente, que é muito valioso quando a diferença sistemática entre duas 
amostras é causada por um único fator (NETO et al., 2002). Para esse caso, existe uma 
pressuposição básica para garantir que o teste de t seja exato. Essa pressuposição 
refere-se à homocedasticia das variâncias populacionais, ou seja, σ12 = σ22 (SILVA e 
FERREIRA, 2003). Para isso, aplica-se o teste F  (Teste de Hartley) antes de usar o 
teste t (VOGEL, 1989). O valor de F é dado por: 
2
2
míns
máxsF =            (A4.1) 
em que s é o desvio padrão. 
Se o valor de F  calculado for menor que o valor tabelado, as variâncias 
populacionais são iguais. Após essa etapa, estima-se o desvio padrão agrupado, que é 
determinado pelos desvios padrões das duas amostras pela expressão: 
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em que 1n  e 2n  são as quantidades analisadas de cada amostra e 1s  e 2s  são os 
desvios padrões das duas amostras, estimados por: 
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         (A4.3) 
em que jn  é o número de repetições realizadas, jy  o valor medido da amostra j e y  a 
média amostral dos jn  valores.  
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Em seguida, o valor de t é determinado pela fórmula: 
21
21
/1/1 nnsp
xxt
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−
=          (A4.4) 
em que 1x e 2x são as médias amostrais. 
O valor de t encontrado é relacionado a um conjunto de tabelas de valores nas 
quais se expressa a probabilidade do valor estar dentro de certos limites em função dos 
graus de liberdade e do nível de significância definido por p < 0,05 para um intervalo de 
confiança de 95%. A diferença é estatisticamente significativa quando o valor de t 
calculado está acima do valor de t crítico tabelado (PRESS et al, 1986). 
Para o cálculo do erro experimental médio de cada série de experimentos foi 
utilizada a Equação (A4.5) que combina a variância de cada uma das repetições para 
gerar uma estimativa com um número maior de graus de liberdade (NETO et al, 2002). 
Para uma repetição de n vezes, o número de graus de liberdade da variância era 
1−= nν  e a estimativa do erro experimental foi dada por: 
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